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Abreviaturas 
AHA Área Hipotalámica Anterior 
AHP Área Hipotalámica Posterior 
ANG Angiotensina 
BO Bulbo Olfatorio 
CA Catecolamina 
DOCA Acetato de 11-desoxicorticosterona 
ENaC Canal epitelial de sodio 
EPL Capa plexiforme externa (BO) 
ET Endotelina 
FC Frecuencia Cardíaca 
GCL Capa celular granulocítica (BO) 
GL Capa glomerular (BO) 
GPCR Receptor acoplado a proteína G 
HA Hipotálamo anterior 
HP Hipotálamo posterior 
HTA Hipertensión arterial 
ICV Intra-cerebro-ventricular 
IPL Capa plexiforme interna (BO) 
LC Locus Coeruleus 
LG Luz glomerular (BO) 
MAO Mono amino oxidase 
MCL Capa cellular mitral (BO) 
NA Noradrenalina 
NPV Núcleo paraventricular 
NTS Núcleo del tracto solitario 
OMS Organización mundial de la salud 
ON Óxido nítrico 
ONL Capa del nervio olfatorio (BO) 
PA Presión arterial 
PAM Presión arterial media 
PD Presión diastólica 
PG Zona periglomerular (OB) 
  
PS Presión sistólica 
ROS Especies reactivas del oxígeno 
RTP Resitencia total periférica 
SFO Órgano subfornical 
SHR Rata espontáneamente hipertensa 
SNC Sistema nervioso central 
SNS Sistema nervioso simpático 
SO Núcleo supraóptico 
SRA Sistema renina angiotensina 
SRAA Sistema renina angiotensina aldosterona 
SUP Sistema ubiquitina proteasoma 
TH Tirosina Hidroxilasa 
Ub Ubiquitina 
VM Volumen minuto 
VP Vasopresina u hormona antidiurética 
VS Volumen sistólico 
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1. Introducción 
 
    1.1 Hipertensión 
La Hipertensión Arterial (HTA) es una enfermedad de evolución crónica 
definida por la elevación de la Presión Sistólica (PS) y/o Diastólica (PD) por encima 
de los niveles considerados normales (140 mmHg y 90 mmHg, respectivamente). 
Diversos tipos de situaciones fisiopatológicas conllevan a dicho aumento en la Presión 
Arterial (PA). La definición y concepción etiológica de la HTA varió a lo largo de los 
años, y algunos autores poseen aún hoy opiniones encontradas al respecto (266). Una 
de las teorías al servicio del análisis etiopatológico de la HTA es la denominada Teoría 
de Mosaico. En ésta se plantea la acción combinada e interdigitada de múltiples 
factores (genéticos, ambientales, anatómicos, adaptativos, mecanismos nerviosos, 
endócrinos, humorales, hemodinámicos, procesos inflamatorios, etc.) para el 
desarrollo y/o mantenimiento de la hipertensión (Figura 1) (89, 211). Justamente, en 
la complejidad de los mecanismos mencionados y de su interrelación, es donde reside 
la dificultad del estudio y comprensión de la HTA. 
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Figura 1: Teoría mosaico. Esquema en el que se resume como se interrelacionan los distintos factores 
asociados a la patogenia de la hipertensión, con algunos ejemplos para cada caso. Modificado de 
Harrison y colaboradores 2013. 
 
La HTA se encuentra marcadamente relacionada e involucrada en el desarrollo 
de enfermedades cardiovasculares, insuficiencia renal, accidente cerebrovascular y 
demás discapacidades de presentación temprana. Esta importante relación y 
dependencia entre los eventos mencionados y la HTA la posiciona como una de las 
afecciones de mayor morbi-mortalidad. En este sentido, particularmente en lo que 
respecta a enfermedades no trasmisibles, se sabe que la HTA se relaciona con las 
muertes ocasionadas por cardiopatías y accidente cerebrovascular, responsables éstas 
del 45% y 51% de las muertes a nivel mundial, respectivamente (293, 295). Datos 
publicados por la Organización Mundial de la Salud (OMS) en el año 2013 indicaron 
que, de la mortalidad total de individuos menores de 70 años a nivel mundial, las 
patologías no transmisibles fueron responsables del 52% de éstas. A su vez, las 
enfermedades cardiovasculares representaron las afecciones de mayor importancia 
dentro de esta subcategoría (37%). Para el caso particular de nuestro país, los datos 
presentados por la misma organización en el año 2011 indican que, del 80,1% que 
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representan muertes por patologías de tipo no transmisibles, el 41,8 % (nuevamente la 
mayor porción) corresponde a enfermedades cardiovasculares. Teniendo en cuenta 
estas estadísticas sobre la incidencia a nivel global y de la Argentina, resulta clara y 
evidente la necesidad de conocer en detalle los secretos que se esconden detrás de la 
génesis, desarrollo y mantenimiento de la HTA. 
La HTA es una patología que en raras ocasiones presenta sintomatología en 
estadíos tempranos de su desarrollo, por lo que suele ser sub-diagnosticada. Es por este 
motivo que se la denomina “el asesino silencioso”. Según la OMS, cerca de 1.000 
millones de personas se encuentran afectadas por esta enfermedad (constituyendo el 
40% de los adultos mayores de 25 años). De esta cantidad, 1/3 desconoce padecerla, y 
de los que sí se encuentran diagnosticados, 1/3 no logra manejarla apropiadamente con 
tratamientos (293–295). En el año 2012 se publicaron los resultados del estudio 
RENATA, realizado en nuestro país, que permitió evaluar la incidencia de la HTA en 
la población argentina (162). Así, se encontró que la prevalencia fue del 33,5%, mayor 
en hombres que en mujeres. También se observó que el 37,2% desconocía su 
enfermedad y que, pese a que el 56,2% de los individuos hipertensos estaban tratados, 
sólo el 26,5% de ellos se encontraban bien controlados (162). Vale notar que los 
porcentajes de nuestro país no escapan a las estadísticas globales. En el año 2015 se 
volvió a repetir este estudio, RENATA-2, pero los resultados aún no fueron 
publicados. En el año 2008, la OMS informó que la HTA fue causa de casi el 18% de 
las muertes a nivel mundial, y que las proyecciones hacia el 2030 no resultaban 
alentadoras, previéndose una mortalidad de aproximadamente el 24%. Estos datos son 
alarmantes per se, tanto a nivel humano, por el impacto que tiene en la calidad de vida 
la manifestación del daño orgánico producto de una hipertensión no controlada; como 
a nivel económico, por el aumento que representaría en el gasto público el tratamiento 
de estos pacientes y la puesta en marcha de políticas sanitarias (293, 295). 
Es de vital importancia el consumo excesivo de sal en la dieta para el desarrollo 
de este tipo de patología. Numerosos estudios mulitcéntricos demostraron que la sola 
reducción en la incorporación de sodio en las comidas, puede disminuir la PA. Vale 
considerar que, si bien esto se encuentra demostrado, la respuesta a la recomendación 
varía según la sensibilidad individual a la sal. Pese a esto, resulta claro que, dada la 
elevada incidencia de la HTA en la población adulta a nivel mundial, la importancia 
del consumo de sodio en el desarrollo y mantenimiento de ésta, y el costo de la 
aplicación de políticas que apunten a una reducción en el consumo de sal, la puesta en 
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marcha de este tipo de acciones es una de las medidas más aceptadas, con una muy 
baja relación costo/beneficio. Estudios previos demostraron que ingestas de más de 5 
gr. de sal por día (que ya implica un consumo elevado) contribuyen positivamente al 
desarrollo de HTA e incrementan el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares 
e infartos. Resulta alarmante entonces, que el consumo mundial promedio de sal ronde 
los 10 gr. diarios. En este sentido, la OMS posee como objetivo a cumplir, para el año 
2025, reducir en un 30% el consumo de sal, tendiendo a alcanzar un valor medio de 5 
gr. por día de sales en la dieta promedio (alrededor de una cucharada de té) (76, 172, 
205, 206, 294, 295). Uno de los estudios clínicos que vinculan la reducción de la 
ingesta de sodio con la disminución de la PA y de la incidencia de enfermedades 
cardiovasculares, es el publicado por Sacks y colaboradores (237). Éstos publicaron 
un estudio sobre los efectos de la dieta DASH (por la sigla en inglés “Dietary 
Approaches to Stop Hypertension”) y una dieta baja en sodio en la HTA. La dieta 
DASH consiste en consumir bajos niveles de sodio junto con elevadas cantidades de 
vegetales, frutas, y bajo contenido de grasas. En este estudio, se evaluó la PA de 412 
pacientes sometidos durante 30 días, aleatoriamente, a una dieta control, a una dieta 
baja en sodio o a la dieta DASH. Los tratamientos probaron disminuir la PA tanto en 
individuos normotensos como hipertensos, de distintas razas, sexo y edad. Al comparar 
una dieta control con elevado contenido de sodio versus la dieta DASH, esta última 
disminuyó la PA: 7,1 mmHg en pacientes normotensos y 11,5 mmHg en pacientes 
hipertensos. Sorprendentemente, también se observó entre los resultados del estudio 
que, si bien la caída de la PA pudo deberse a una dieta mucho más saludable (como lo 
es la DASH), el mero acto de disminuir la cantidad de sodio ingerido, de cantidades 
elevadas a niveles intermedios, disminuyó la PA en 2,1 mmHg. Así mismo, probaron 
que reducir el consumo de sodio de cantidades intermedias a bajas generó una caída 
en la PA de 4,6 mmHg (237). Otro grupo de investigación realizó un seguimiento por 
10-15 años a pacientes que en los ‘90s habían sido sometidos al estudio TOHP (por 
las siglas en inglés “Trials of Hypertension Prevention”). Se evaluó en éstos los efectos 
de reducir el consumo de sodio en la dieta en dos subgrupos, uno que solo involucraba 
la disminución del consumo del ión (TOHP I durante 18 meses) y otro que analizaba 
conjuntamente la reducción del sodio y una dieta para bajar de peso (TOHP II durante 
36 a 48 meses). Ambos estudios fueron realizados de manera aleatoria, y consideraron 
como eventos duros la ocurrencia de infarto de miocardio, muerte por enfermedad 
cardiovascular y/o accidente cerebrovascular. Los resultados arrojados por este 
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estudio, indicaron que una dieta con bajo sodio disminuyó entre el 25-30% el riesgo 
de padecer alguno de los eventos mencionados. Estas conclusiones resultan entonces 
altamente significativas dada la severidad de las afecciones consideradas. Asimismo, 
estos ensayos clínicos contribuyen fuertemente a los antecedentes respecto de lo 
beneficioso que es reducir la ingesta de sodio, ya que adoptar este hábito no solo 
disminuye la PA, sino que también reduce el riesgo de sufrir eventos y/o enfermedad 
cardiovascular (Cook 2007, 2014).  
Las dietas con elevado contenido de sales, en particular de sodio, que suelen 
corresponderse con el desarrollo de HTA, se relacionan además con alteraciones en 
los mecanismos que regulan la PA y con el punto de ajuste del valor normal de la 
misma (afectando para esto, entre otras, a varias áreas hipotalámicas). Este tipo de 
dietas, al acompañarse de un incremento en la PA, también generan alteraciones a nivel 
central respecto del sistema noradrenérgico (300). A partir de esto podría suponerse 
que existe una implicancia y una relación entre: consumo de sal, HTA y sistema central 
noradrenérgico en la génesis, desarrollo y/o mantenimiento del estado hipertensivo 
(205–207, 299) 
 
     1.2 Presión arterial y su regulación. 
La PA es un parámetro hemodinámico que se define como la tensión que 
ejercen las paredes de los vasos para contener la sangre que existe en la luz de los 
mismos. Ésta resulta crucial para lograr una correcta perfusión, que conlleve a un 
adecuado intercambio de nutrientes, gases y deshechos a nivel de los lechos vasculares. 
Puede definirse un valor máximo de PA por latido, conocido como PS, el cual se 
alcanza durante la sístole cardíaca, y un valor mínimo, PD que se observa durante la 
diástole. Sintéticamente, la PA depende de 2 grandes factores: la Resistencia Total 
Periférica (RTP) y el Volumen Minuto (VM), impactando la primera fuertemente en 
los valores de PD y la segunda, principalmente en la PS. A su vez, el VM, o gasto 
cardíaco, obedece a la cantidad de sangre que se eyecta por latido (Volumen Sistólico, 
VS) y a la cantidad de latidos por minuto (Frecuencia Cardíaca, FC). Puede deducirse 
entonces que si un elemento, cualquiera fuera éste, impacta en alguno de los factores 
recién mencionados, terminará repercutiendo entonces sobre la PA del individuo.  
Siendo que la PA es un parámetro esencial para la vida, es altamente 
controlada. La regulación de la PA puede clasificarse de acuerdo al tipo de mecanismo 
puesto en marcha: sea nervioso, humoral o local (18, 22, 51, 113, 197, 239). Los 
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fenómenos que se conocen como de regulación nerviosa (antiguamente denominados 
rápidos) son principalmente:  
 De retroalimentación (o feedback), que se corresponden con las clásicas 
respuestas reflejas de la fisiología cardiovascular, con el ajuste fino de 
las perturbaciones diarias que sufre el individuo en sus parámentros 
hemodinámicos, 
 De anticipación (o feedforward), que se relacionan más con la 
regulación por parte de comandos centrales superiores (51).  
Las respuestas reflejas nerviosas que intervienen en la homeostasis 
cardiovascular involucran principalmente la modulación del balance autonómico. El 
clásico, pero no único, ejemplo lo constituye el barorreflejo. Brevemente, según sea la 
PA censada por los barorreceptores ubicados en el seno carotídeo y cayado aórtico, se 
modulará la descarga autonómica. De ocurrir un descenso en la PA, primará la 
respuesta vasomotora y cardíaca simpática, que conducirá a un incremento de la 
contractilidad miocárdica, de la FC y de la RTP, elevando la PA. Por el contrario, ante 
un incremento de la PA predominará la respuesta vagal, cuyo efecto conllevará a una 
disminución de la FC, principalmente, con un impacto concordante sobre en la PA. 
Dentro de los mecanismos anticipatorios en la regulación de la fisiología 
cardiovascular, se encuentra la información proveniente de núcleos y cortezas 
superiores entre las que podemos mencionar la corteza motora, el hipotálamo, el 
cerebelo y la amígdala entre otros. Éstas a su vez, descargan sobre los centros 
simpáticos y parasimpáticos a nivel del tallo encefálico. Así, dicha actividad central 
modificaría los valores sobre los cuales se ajusta el barostato del tronco encefálico. Por 
lo mencionado previamente puede concluirse, erróneamente, que los mecanismos 
nerviosos anticipatorios y reflejos son sistemas aislados de control, independientes el 
uno del otro. Sin embargo, muy por el contrario, los mismos se hallan íntimamente 
relacionados, pudiendo influir en gran medida la proyección central sobre los niveles 
inferiores de regulación, por ejemplo, modulando el balance autonómico y la ganancia 
del barorreflejo. Éste tipo de respuesta es de elevada importancia, no solo en 
situaciones en las que se exige al sistema, como sería ante un ejercicio físico o por la 
presencia de estímulos alarmantes, sino que también resulta necesaria para sobrellevar 
los cambios diarios fisiológicos como el dormir, despertar y demás (51) (Figura 2). 
Por otra parte, los mecanismos humorales de regulación de la PA involucran diversos 
sistemas, entre los que podemos nombrar el Sistema Renina Angiotensina Aldosterona 
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(SRAA), las catecolaminas (CAs) suprearrenales, hormona antidiurética o vasopresina 
(VP), Sistema de Calicreínas-Cininas, Péptidos natriuréticos (ANP, BNP y CNP), etc. 
Estos mecanismos tienen cierto retraso en su accionar luego de detectar el estímulo, 
retraso comparado con la velocidad de la respuesta refleja nerviosa, por lo que solía 
conocérselos, junto con la regulación del balance hidrosalino y respuestas renales, 
como mecanismos lentos de regulación de la PA. No resulta menor el papel de 
reguladores locales de la irrigación y perfusión, que repercuten de manera significativa 
en el diámetro de las arterias de bajo calibre, y por tanto de resistencia, y en los 
esfínteres precapilares. Entre éstos moduladores locales podemos mencionar al óxido 
nítrico (ON), la adenosina, la elevación de la temperatura local, los niveles de CO2, 
todos conocidos agentes vasodilatadores; o bien los niveles de O2 o de endotelinas 
(ETs), potentes vasoconstrictores. La coordinación y los efectos de los sistemas 
mencionados en la regulación de la PA se resumen en la Figura 3.  
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Figura 2: Diagrama que representa, de forma esquemática, la regulación nerviosa de la Presión 
Arterial. Los recuadros naranjas representan estímulos, los verdes áreas centrales de asociación y 
regulación y los celestes sistemas efectores. Las flechas y líneas naranjas representan vías aferentes 
mientras que las azules referencian vías eferentes. Corteza Prefrontal (CPF), Área Gris Periacueductal 
lateral (AGP l), Área Gris Periacueductal dorsolateral (AGP dl), Bulbos Olfatorios (BOs). Modificada 
de Dampney 2016 
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Figura 3: Factores de los que depende la presión arterial (PA) y mecanismos de regulación más 
relevantes. Los factores de regulación escritos en azul corresponden a mecanismos nerviosos, mientras 
que los escritos en naranja corresponden a mecanismos humorales o locales. Sistema Nervioso 
Simpático (SNS), Sistema Nervioso Parasimpático (SNP), Péptido Natriurético Atrial (ANP), 
Angiotensina II (ANG II), Hormona Antidiurética o Vasopresina (VP), Óxido Nítrico (ON), Endotelinas 
(ETs), Oxígeno (O2), Dióxido de Carbono (CO2), Receptor Adrenérgico α1 (SNS α1 R), Receptor 
Adrenérgico β2 (SNS β2 R). 
  
 
Si profundizamos los aspectos relacionados con la regulación nerviosa de la 
fisiología cardiovascular, podemos mencionar dentro del Sistema Nervioso Central 
(SNC) diversas áreas y regiones implicadas en dicha función (51). Ciertas regiones o 
áreas como la amígdala, área gris periacueductal, núcleos hipotalámicos 
paraventricular (NPV) y dorsomedial, corteza medial prefrontal, corteza insular y 
locus coeruleus (LC) controlan, entre otras funciones, el balance electrolítico, la PA y 
la FC (9, 45, 50–52, 87, 119, 154, 207, 253, 272, 299). 
 
    1.3 Hipotálamo 
El Hipotálamo, estructura ubicada en la porción ventromedial del diencéfalo, 
es un área de elevada importancia en el control, integración y coordinación de muchas 
respuestas nerviosas, endócrinas o neuroendócrinas. El ciclo de vida de un individuo, 
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cualquiera sea la especie, se basa en la capacidad de sobrevivir en el medio que lo 
rodea y ser capaz de reproducirse. El Hipotálamo resulta esencial en el cumplimiento 
de estas funciones. Consiste, brevemente, en un cúmulo de núcleos y áreas definidos 
anatómica y funcionalmente, que trabaja de manera coordinadada como un gran centro 
integrador. En este sentido, regula el sistema cardiovascular, el balance calórico, la 
composición corporal, el equilibrio hidrosalino, la termorregulación y los 
comportamientos agresivos, de defensa y reproductores. Todas estas funciones pueden 
ser llevadas a cabo por el hipotálamo ya que recibe una gran cantidad de información, 
ascendente y descendente, que le permite detectar, en todo, momento la situación del 
individuo y la influencia del medio ambiente sobre él. Siendo que presenta la habilidad 
de modular la actividad de centros superiores e inferiores, es capaz así mismo de 
afectar las respuestas evocadas. Un claro ejemplo de esta capacidad consiste en la 
regulación del balance autonómico a nivel bulbo-protuberancial, que impacta en 
muchos de los sistemas mencionados anteriormente.  No hay que olvidar el papel que 
cumple esta región a nivel humoral. Gracias a los vasos porta largos hipotálamo-
hipofisarios, que comunican la eminencia media con la hipófisis anterior, todos los 
factores hipotalámicos alcanzan sus receptores en la adenohipófisis, modulando así la 
función de ésta y muchos, si no todos, los ejes hormonales, incluyendo el reproductor. 
Por otra parte, mediante los axones de proyección, algunos péptidos con función 
endócrina sintetizados en núcleos hipotalámicos como el NPV y el núcleo supraóptico 
(SO), llegan a la neurohipófisis, desde donde son volcados a circulación. La VP 
sintetizada en las neuronas magnocelulares constituye un claro ejemplo de 
neuropéptido producido en el hipotálamo que es liberado por la hipófisis posterior. 
Esta hormona resulta clave en la regulación del balance hídrico (213, 263). Así, es 
evidente la relevancia de esta estructura en el mantenimiento de la homeostasis general 
del individuo.  
Tal como se mencionó se pueden distinguir varias zonas en el hipotálamo y, 
dependiendo de la bibliografía consultada, existen diversos criterios para su 
clasificación. En el presente trabajo elegimos una división que considera 
conjuntamente un criterio anatómico y funcional respecto de las áreas involucradas en 
regulación del sistema cardiovascular (166, 207). Así puede distinguirse un 
hipotálamo anterior (HA), hipotálamo medial e hipotálamo posterior (HP). El primero, 
abarca la zona más rostral del hipotálamo, desde su inicio hasta el sitio de inserción de 
las cintillas ópticas. Así definido comprende, entre otros, al núcleo preóptico, área 
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anterior del NPV, núcleos supraquiasmático y SO, área hipotalámica anterior (AHA), 
etc (175, 242, 243) (Figura 4). A su vez, ésta área recibe aferencias de los órganos 
circunventriculares, bulbos olfatorios (BOs), núcleos parabraquiales, núcleo del tracto 
solitario (NTS), y núcleos catecolaminérgicos de la protuberancia y del bulbo raquídeo 
(175, 242, 243). Por otra parte, la región proyecta hacia la zona medial del diencéfalo, 
la cual resulta fundamental en la regulación de la PA tanto en estados fisiológicos 
como fisiopatológicos (230, 231). Respecto de la importancia del HA sobre la 
fisiología cardiovascular, se demostró en ratas normotensas de la cepa Sprague-
Dawley que la lesión de esta área produce hipertensión fulminante (78, 207, 301). Por 
otra parte, se comprobó que tanto la estimulación eléctrica, electrolítica como β-
adrenérgica, disminuye la PA implicando alteraciones en la liberación de CAs por 
parte de esta área (99, 215, 263, 299). La misma tendencia se observó con los mismos 
estímulos en ratas hipertensas (71, 75, 97, 99, 195, 215, 263, 299, 311). Entre los 
demás antecedentes hallados en bibliografía, existe un artículo más reciente, publicado 
en el año 2008, el cual demuestra que la rápida caída en la PA ante la exposición al 
lipopolisacárido bacteriano, frecuentemente observada en un shock séptico, se debe a 
señales generadas en el área anterior preóptica hipotalámica (309). Previamente, ya en 
el año 1995, Oparil y colaboradores habían postulado una función simpatoinhibitoria 
del HA, lo que tendría correlato con los resultados experimentales mencionados con 
anterioridad (215). Así mismo, vale aclarar que la respuesta cardiovascular sería la 
expresión resultante de la activación, la inhibición y/o la no modificación de los 
núcleos que componen esta región. En este sentido, Budzikowski demostró que, ante 
la ingesta de una dieta rica en sodio, la estimulación de áreas hipotalámicas varía entre 
animales Dahl-sal sensitivos y resistentes (27). Así, en las ratas sal sensibles sometidas 
a dietas con elevado contenido de sodio, mostraban una respuesta importante y 
transitoria en las neuronas magnocelulares del NPV y del núcleo preóptico medial 
frente a las que consumieron una dieta normal. Esta activación neuronal se 
correlacionó con el incremento de la PA, sin expresar cambios en AHA, neuronas 
parvocelulares del NPV y NTS. Por otra parte, en ratas Dahl-resistentes tratadas con 
dietas elevadas en sal mostraron entre la semana 1 y 2 una marcada activación de las 
neuronas magnocelulares del NPV respecto de las que recibieron una dieta normal 
(27). De esta manera quedó comprobado que la PA es influida por la actividad general 
del HA. 
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Por otra parte, el HP corresponde a la porción más caudal del hipotálamo. Es 
fácilmente reconocible macroscópicamente por su color levemente más blancuzco y 
pálido que el hipotálamo medial. Esta región en particular, debe su color a que presenta 
gran cantidad de proyecciones, tanto aferentes como eferentes, provenientes de centros 
superiores e inferiores. El HP recibe aferencias de la amígdala, séptum, formación 
hipocampal, del mismo hipotálamo (las cuales parecen ser bi-direccionales), corteza 
orbital, sistema límbico, tálamo y tronco encefálico (1, 38, 101, 214, 282) (Figura 4). 
Así, esta porción del hipotálamo también conecta con regiones que regulan el balance 
del sistema cardiovascular (12, 163, 207, 257, 299). Por otra parte, tal como se 
comprobó que el HA actúa como área simpatoinhibitoria, el HP es conocido por ser 
una región simpatoexcitatoria. Esta afirmación se fundamenta en que, además de 
contener neuronas que proyectan directamente a la médula espinal, su estimulación 
incrementa la actividad del sistema nervioso simpático (SNS) y atenúa la bradicardia 
inducida por estimulación de los barorreceptores (243, 282). Respecto de los estudios 
que prueban la implicancia de esta región en el control de la función cardiovascular, 
se demostró que el desbalance de neurotransmisores en el HP parece contribuir a la 
HTA. De hecho, lesiones producidas en esta área han probado reducir la PA en ratas 
hipertensas DOCA-Sal y en ratas espontáneamente hipertensas (SHR) (28, 207). Por 
otra parte, en el HP de ratas SHR se observó incrementada la liberación de 
noradrenalina (NA) y de acetilcolina, mientras que la capacidad del ácido gamma-
aminobutírico (GABA) de inhibir neuronas dopaminérgicas se encontró disminuida 
(15, 17, 28, 207, 263).  
Habiendo establecido una clara división anátomo-funcional del hipotálamo y 
su relación con la fisiología cardiovascular, cabe entonces mencionar la publicación 
de Casey y Carmichael (36). En ésta, enumeran diversos tipos de HTA en los que el 
hipotálamo muestra tener un papel fundamental. Este trabajo, recopila información 
sobre diversos estudios en los que se demostró la importancia de la actavación del 
NPV en el incremento de la PA, relacionándolo con una dieta de alto contenido de 
sodio y con una exacerbación en la actividad vasomotora simpática. En este mismo 
sentido, los resultados publicados por Simmonds y colaboradores (254) demostraron 
que el hipotálamo es crucial en la modulación central de la descarga simpática ante la 
ingesta crónica de elevadas cantidades de sal. 
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Figura 4: Representación esquemática de los núcleos y áreas que componen el Hipotálamo. De 
Izquierda a Derecha se ordena las áreas en sentido rostro-caudal, mientras que de abajo hacia arriba 
el diagrama sigue un orden medial-lateral. La zona pintada de verde representa lo que consideramos 
en este trabajo como HA, mientras que lo naranja refiere al HP. Nota: *El SO y el NC pueden ser 
considerados como parte desplazada de la Zona Periventricular. (Modificado de: The rat nervous 
system, G. Paxinos, 4° Ed, 2015). 
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    1.4 Bulbos Olfatorios (BOs) 
El BO es un área telencefálica cuya implicancia en la regulación del sistema 
cardiovascular, otrora discutida, resulta cada vez más evidente. Dentro del SNC 
constituye el 4% de la masa total cerebral de la rata (32). Los BOs son las estructuras 
encargadas de procesar en una primera instancia toda la información olfativa 
proveniente del medio exterior. Son estructuras de organización compleja que 
presentan varias capas de disposición concéntrica ubicándose en el siguiente orden de 
afuera hacia adentro: Capa del Nervio Olfativo, Capa Glomerular, Capa Plexiforme 
Externa, Capa Mitral, Capa Plexiforme Interna y Capa Granulocítica (ONL, GL, EPL, 
MCL, IPL y GCL, respectivamente por las siglas en inglés). En la zona glomerular 
coexisten muchos tipos de neuronas y es donde realmente se produce la integración de 
la información sensorial (Figura 5) (184).  
La olfacción es crucial en la relación del individuo con el medio, lo que es más 
evidente en mamíferos como la rata y ratón. Para distinguir los diferentes estímulos, 
la información proveniente del epitelio olfativo proyecta hacia el BO principal por 
medio del nervio olfatorio. Este nervio es recubierto por células sustentaculares, las 
cuales presentan 2 fenotipos: símil células de Shwann o símil astrocitos. Éstas células 
gliales revisten particular interés por su capacidad de regeneración, pese a no ser 
típicas células madre (10) y son blanco de muchas investigaciones en regeneración 
neuronal. Al ingresar en los BOs, los nervios pierden ese recubrimiento de células 
gliales y descargan su información, desde terminales glutamatérgicas, en la luz de los 
glomérulos olfatorios (LG). Allí la información se procesa producto de la interacción 
con muchas interneuronas periglomerulares (GABAérgicas, Dopaminérgicas, etc), 
células granulocíticas cuyas proyecciones llegan hasta esta zona y con aferencias 
moduladoras, para finalmente proyectar a través del tracto olfatorio por medio de las 
células mitrales y empenachadas. Vale aclarar que las proyecciones de ambos tipos 
celulares difiere, no solo en los sitios blanco sino también en la velocidad de 
conducción de la información (106)  
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Figura 5: Organización del Bulbo Olfatorio (BO (A) Corte Longitudinal del BO de una rata en el que 
se evidencian las diferentes capas concéntricas de células (modificado de Rebecca Elsaesser1 and 
Jacques Paysan, 2007). (B) Esquema de corte coronal del BO con las diferentes capas que lo componen 
(Daniel W. Wesson 2010). (C) Diagrama simplificado de los tipos neuronales y las relaciones existente 
entre estos según cada capa celular (modificado de Shin Nagayama y col, 2014). 
 
 
Los BOs presentan un número importante de conexiones con diferentes 
regiones telencefálicas, mesencefálicas, diencefálicas y del tronco encefálico (124). 
Cabe resaltar la proyección hacia el NTS, a nivel del tronco encefálico, el cual es 
considerado sitio primario para la integración de aferencias viscerales como el 
barorreflejo (196, 220). Además, áreas del sistema límbico relacionadas con el BO, 
tales como la amígdala, el séptum, la corteza piriforme y frontoorbital juegan un 
importante papel en la regulación de la función cardiovascular (121). Esta complejidad 
en las interconexiones del BO con diversas áreas del SNC permite suponer que dicha 
región se encuentra involucrada en la modulación de la función cardiovascular, entre 
otras. En particular, recibe una gran cantidad de fibras aferentes moduladoras, tanto de 
la corteza olfatoria como de otras áreas centrales. Una importante inervación que 
recibe el BO, es la proyección desde el LC. Dicho núcleo noradrenérgico inerva esta 
área telencefálica, desde las capas centrales del BO, disminuyendo la inervación hacia 
la periferia de éste (156, 165). Tal es la relevancia de esta aferencia centrípeta que 
corresponde al 40% de la inervación extrínseca total (156). Estas proyecciones han 
probado ser cruciales en la modulación de la olfacción y el aprendizaje olfativo. Por 
otra parte, el BO recibe aferencias serotoninérgicas, las que provienen principalmente 
del núcleo del rafe, dorsal y medial, y se distribuyen en todo el BO, principalmente en 
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la GL. En función de experimentos realizados en donde se realizó la desaferentación 
de animales, parecería ser que la función de la estimulación serotoninérgica resulta 
importante no solo en el aprendizaje, sino también como agente neurotrófico. Así 
mismo, fibras colinérgicas también arriban al BO en toda su longitud, aunque en mayor 
proporción en las capas más profundas. Estas fibras provienen del núcleo del brazo 
horizontal de la banda diagonal, área basal proscencefálica. Así, estas fibras estarían 
involucradas en la plasticidad neuronal del BO y en la regulación de la supervivencia 
celular (Figura 5). Otro tipo de aferencias que presenta el BO, son aquellas 
provenientes de áreas corticales relacionadas con la olfacción. Este tipo de inervación 
es reconocida como una retroalimentación, ya que a aquellas zonas donde llega 
información desde los nervios olfatorios, emiten proyecciones que regresan al punto 
de origen de aquellas fibras. Las terminales que llegan entonces desde la corteza 
olfatoria pueden provenir del núcleo olfatorio anterior, tenia tecta, corteza piriforme, 
núcleo amigdalino cortical, y el núcleo del tracto olfatorio lateral. Por su parte, estas 
fibras descargan sus neurotransmisores de manera más localizada en el BO, afectando 
selectivamente grupos pequeños de neuronas (165) (Figura 5). 
Por otra parte, respecto de la aferencia sensorial, el BO principal recibe 
información sobre aromas principalmente desde el epitelio sensitivo olfatorio y envía 
proyecciones hacia la corteza piriforme, prefrontal, NTS, amígdala y el hipotálamo. 
En cambio, el BO accesorio tiene como aferencia más importante el órgano 
vomeronasal, relacionado con la detección de feromonas, y envía sus eferencias 
principalmente a la amígdala, NTS y núcleos olfatorios accesorios (Figura 5). Dentro 
de las células de proyección, las fibras que parten de las neuronas empenachadas 
envían por sus eferencias información velozmente hacia el núcleo olfatorio anterior 
(parte externa y posteroventral), al tubérculo olfatorio y a la amígdala (ventrorostral), 
mientras que por los axones de las células mitrales la información viaja más lentamente 
y se dirige, en mayor proporción hacia el tubérculo olfatorio (porción cortical), hacia 
el núcleo olfatorio anterior dorsal, corteza piriforme dorsal anterior y posterior, corteza 
entorrinal lateral y amígdala (anterior y posterolateral) (106) (Figura 5). 
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Figura 6: Conexiones de los Bulbos Olfatorios. (A.) Relaciones olfativas. En el hemisferio superior y 
en rojo se grafican las conexiones del bulbo olfatorio principal y en el inferior en azul las del accesorio. 
Las fibras de retroalimentación se esquematizan en verde. (B.) Aferencias neuromodulatorias. En 
amarillo se presentan las fibras noradrenérgicas, en celeste las serotoninérgicas y en naranja las 
colinérgicas. Abreviaturas: amígdala lateral anterior (aLA), amígdala lateral medial (aMA), bulbo 
olfatorio accesorio (AOB), núcleo olfatorio anterior (AON) tracto olfatorio anterior (AOT), brazo 
horizontal de la banda diagonal (BD), núcleo basal de la estría terminalis (BST), corteza entorrinal 
(EC), hippocampus (HC), hipotálamo (HTH), locus coeruleus (LC), tracto olfatorio lateral (LOT), 
bulbo olfatorio principal (MOB), epitelio olfatorio principal (MOE), núcleo del tracto olfatorio 
accesorio (nAOT), núcleo del tracto olfatorio lateral (nLOT), núcleo del rafe (NR), tubérculo olfatorio 
(OT), corteza piriforme (PC), amígdala lateral posterior (pLA), amígdala medial posterior (pMA), 
tálamo (TH), tenia tecta (TT), hipotálamo ventromedial (VMH), epitelio vomeronasal (VNE) 
(Modificado de Canavan 2011). 
A. 
B. 
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Muchas son las investigaciones realizadas en animales de experimentación que 
demuestran la existencia de una relación entre la olfacción, el balance autonómico y la 
fisiología cardiovascular (183). En experimentos en los que se expuso a ratas 
conscientes a humo se observaron cambios en la PA, respiración y descarga del SNS 
(186). En estudios de carácter más molecular, Kelly y colaboradores demostraron en 
ratas, que cambios en la fisiología vascular y del corazón se relacionaban con 
modificaciones en la neuroquímica de varios neurotransmisores, incluido la NA, a 
nivel del BO (124). Incluso en el ser humano, cuyo sistema olfativo no se encuentra 
tan desarrollado, se han llevado a cabo trabajos a doble ciego y aleatorizados, en los 
que se evaluó científicamente las respuestas a la aromaterapia (39, 43, 57, 93, 183). 
En este sentido, Angelucci y colaboradores, realizaron una recopilación bibliográfica 
en la que mostraron cómo diversas fragancias (patchuli, lavanda, limón, etc.) afectaban 
el balance autonómico y, entre otros parámetros, la PA (7). Sin embargo, los 
antecedentes a este respecto son aún contradictorios, ya que también hay bibliografía 
que refuta los efectos de la olfación en la regulación del balance autónomico. Tal es el 
caso de la publicación de Kiecolt-Glaser y colaboradores (126). En este trabajo, 
evaluaron los efectos estimulantes del aroma a limón y el relajante de lavanda contra 
el agua inodora, ante la exposición a distintos estímulos estresantes tales como las 
bajas temperaturas, el despegar de una cinta adhesiva sobre la piel, etc. Luego de 
analizar los resultados de 57 individuos, los resultados que hallaron no fueron 
concluyentes. Sólo en algunos casos, ante la inhalación de olor a limón, se observó 
cierta estimulación por encima de la vista con la lavanda y el agua (126). Otros estudios 
que contribuyen a la discusión aportan datos sobre la importancia de la subjetividad y 
la expectativa de la respuesta esperable ante la exposición a aceites esenciales 
inhalados. Una investigación indica justamente esto, y concluyen que dadas las 
condiciones de experimentación, no se observaron cambios en parámetros 
cardiovasculares (135). Por lo tanto, aún es controversial el papel que pueda llegar a 
tener la olfacción con la respuesta cardiovascular. Sin embargo, ciertas vías han sido 
esclarecidas mediante las cuales estas funciones podrían vincularse.  
Otro tipo de relación que puede establecerse entre los BOs y la fisiología 
cardiovascular queda demostrado en el modelo de depresión animal, producto de la 
remoción de dichas áreas (124, 260). Ratas sometidas a una bulbectomía bilateral total 
presentan incrementos en la conducta exploratoria, hiperactividad, disminución de la 
conducta sexual, alteraciones endócrinas, de temperatura, del sistema inmune y de la 
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fisiología cardiovascular (122, 124, 176, 260). Respecto de esta última, algunos 
autores postulan que podrían deberse a cambios en la regulación autonómica (83, 84). 
Estos cambios en la respuesta funcional se encuentran asociados a alteraciones 
neuroquímicas de diferentes neurotransmisores, entre ellos la NA, acetilcolina, 
serotonina, GABA y glutamato (124, 260). Contribuyendo a estos antecedentes que 
relacionan al BO con el SNS, se observó que la integridad del BO es necesaria para 
que el cerebro genere una respuesta simpatoexcitatoria normal ante una serie de 
estímulos fisiológicos, entre los que se encuentran el barorreflejo (176). La ablación 
de los BOs produce un incremento en los niveles de NA y de la actividad de la 
monoaminooxidasa (MAO) en el tronco encefálico (222, 223). Incluso, estudios 
pioneros como el de Allen mostraron en perros que la estimulación olfatoria se 
producía junto con alteraciones en la respiración y la PA (6). 
 
    1.5 Modelo DOCA-Sal 
Tal como se mencionó previamente, la HTA es una enfermedad multifactorial, 
sumamente compleja que resulta de la interacción conjunta de diversos factores (265). 
Hemos establecido así mismo, la clara necesidad de su estudio, considerando su 
prevalencia global y la importancia del esclarecimiento de las causas y mecanismos 
subyacentes al desarrollo y/o mantenimiento del estado hipertensivo. Es con estas 
intenciones que surgieron a lo largos de los años, diversos modelos tanto de carácter 
animal como computacional. Cada uno de éstos posee una serie de ventajas y 
desventajas según sea el aspecto que se desee abordar dentro del estudio de la HTA, 
por lo que la elección del modelo en una investigación debe realizarse con el mayor 
de los cuidados (62, 150, 151). Los modelos experimentales de HTA en ratas pueden 
clasificarse según la etiopatología de la hipertensión que presenten. Existen modelos 
denominados primarios y secundarios, según sea la hipertensión una alteración de 
aparición por sí misma o consecuencia de algún estado de base que le dé origen. 
Asimismo, estos tipos de modelos pueden ser caracterizados de acuerdo a si su origen 
sea genético o no genético (Figura 7) (151). Entre los modelos genéticos podemos 
mencionar: las ratas SHR, ampliamente empleadas en el estudio de la hipertensión 
esencial; ratas Dahl Sal sensibles, que al recibir una dieta con alto contenido de sodio 
desarrollan hipertensión; o bien animales que producto de una modificación genética 
terminan desarrollando HTA. Por otra parte, los modelos no genéticos pueden ser 
subclasificados de acuerdo a: sean consecuencia de una cirugía o daño quirúrgico 
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(ratas Goldblatt 1 o 2), se deban a factores hormonales, nutricionales o vasoactivos 
(ratas DOCA-Sal, ratas con dieta rica en fructosa que terminan desarrollando síndrome 
metabólico, inhibición del sistema del ON, infusión crónica de angiotensina II), o bien 
sean desencadenados por factores ambientales (animales hipertensos por sucesiva 
exposición a estímulos estresantes) (62, 151, 221).  
 
 
 
 
Figura 7: Clasificación de los modelos animales de hipertensión. Acetato de 11-deoxicorticosterona 
(DOCA), Angiotensina II (ANG II), Goldblatt 2 riñones 1 clip (Goldblatt 2K1C), Goldblatt 1 riñón y 
clip (goldblatt 1K1C). (Modificado de Lerman et al 2005; Pinto YM, Paul M & Ganten D.1998). 
 
Otro criterio que puede seguirse a la hora de caraterizar un modelo de 
hipertensión, es su dependencia o relación con el Sistema Renina Angiotensina (SRA) 
o bien con el sistema endotelinérgico. Un clásico modelo experimental caracterizado 
por ser SRA dependiente es el Goldblatt, cuya génesis se debe básicamente a la 
reducción del aporte sanguíneo renal por un clip colocado en la arteria del hilio renal. 
Por otra parte, el modelo experimental que por excelencia se caracteriza por ser 
independiente del SRA, pero en el que las ETs sí tienen un papel fundamental, es el 
modelo DOCA-Sal. Este modelo se desarrolla administrando un análogo de la 
aldosterona junto a una dieta de elevado contenido de sodio (222, 309). Este modelo 
es lo suficientemente versátil y robusto como para que pueda desarollarse la HTA pese 
a la aplicación de diferentes protocolos. Es así que hay quienes administran el acetato 
de 11-deoxicorticosterona o DOCA como bolo subcutáneo, en bombas de infusión o 
en inyecciones subcutáneas semanales. Una de las ventajas que presenta esta última 
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forma de administración es que se consigue adecuar la dosis al peso del sujeto 
conforme éste crece. Este aspecto es particularmente importante cuando el tratamiento 
se inicia con ratas jóvenes. Por otra parte, la cantidad y tipo de sal que se administra 
en el agua de bebida también puede variar según la bibliografía consultada. Así, hay 
quienes emplearon soluciones de NaCl en concentraciones como 1,0% o 1,2%, o bien 
mezclas NaCl/KCl. Finalmente cabe resaltar que otros autores optaron por 
nefrectomizar a los animales, forzando la hipertensión e incrementando la severidad 
de la misma, resultando esto en un cuadro fulminante en algunos casos. Por lo tanto, 
si no se remueve un riñón y si se administran concentraciones moderadas de sal en el 
agua de bebida (NaCl 1,0%) junto con inyecciones semanales de la DOCA se logra 
obtener una hipertensión leve a moderada en las primeras 6 semanas de tratamiento (2, 
3, 115, 309). El modelo así desarrollado se caracteriza por presentar una expansión del 
volumen plasmático, un aumento del gasto cardíaco con la aparición de una hipertrofia 
compensatoria, disfunción endotelial, proteinuria y glomeruloesclerosis (2, 3, 151, 
222, 309). En estos animales, el incremento de la PA se debe principalmente a 
mecanismos dependientes del balance autonómico (con una mayor descarga 
simpática), y con una menor, aunque no despreciable, implicancia de factores 
humorales, como el incremento de VP, ETs y CAs. Las alteraciones en dichos factores 
se observaron tanto a nivel periférico como central, lo que plantea una posible causa 
neurogénica de la hipertensión (2, 3, 107, 115, 251, 287, 309). En particular, para el 
sistema catecolaminérgico, diversos autores describieron que tanto el recambio de NA, 
en corazón y demás tejidos, como los niveles plasmáticos de esta CA se encuentran 
aumentados. Estos resultados sugieren una hiperactividad del sistema noradrenérgico 
periférico y una posible disminución de la inhibición central de dicho sistema (40, 117, 
215, 309). 
Por otra parte, habíamos mencionado que las ETs no escapan a los sistemas 
que sufren alteraciones durante la HTA. En este sentido, las ETs periféricas se 
encuentran incrementadas en los modelos de hipertensión DOCA-Sal, ratas Dahl sal-
sensitivas, Goldblatt-1 y las SHR (234, 245, 309). Sin embargo, en estas últimas, aún 
existen controversias sobre su función (207, 259, 309). Para el caso particular de 
animales DOCA-Sal, éstos presentan aumentados los niveles de ET-1 plasmática y la 
actividad y expresión de receptores de ETs periféricos. En este sentido, se demostró 
que el receptor de ETs tipo B (ET-B) a nivel renal se encuentra alterado, generando 
respuestas anormales en la regulación del metabolismo hidrosalino. El tratamiento oral 
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con un antagonista de otro receptor de ETs, ET-A, ha demostrado reducir la Presión 
Arterial Media (PAM) e incrementar la cantidad de ET-1 plasmática en controles y 
DOCA-Sal, sin afectar la disfunción renal del modelo (5). Además, la administración 
de un antagonista ET-A en el Área Gris Periacueductal de animales hipertensos 
DOCA-Sal redujo la PA y la FC (69). La inyección intravenosa periférica de un 
antagonista ET-A también disminuyó la PA de ratas DOCA-Sal en mayor medida que 
las controles (73). 
Por otra parte, es evidente la importancia de la dieta rica en sodio para el 
desarrollo hipertensivo de los animales DOCA-Sal, lo que demuestra la relevancia de 
este modelo en el estudio de la HTA y su relación con la expresión en humanos de la 
patología dependiente de sodio. Numerosos autores demostraron que la DOCA 
actuaría como un agente sensibilizante del SNC al sodio, potenciando el apetito por la 
sal y facilitando entonces el incremento de la PA por ingesta de dicho ión (157, 204, 
219, 276). Se comprobó recientemente que la detección del sodio a nivel central se 
realiza a nivel de los órganos circumventriculares gracias a la expresión de un canal 
específico y altamente regulado (199). Dentro de éstos, el órgano subfornical (SFO) 
es el principal sitio de control de la ingesta del sodio. Así, niveles altos del ión 
estimulan la apertura de un canal de sodio expresado en células ependimales y 
astrocitos. Al ingresar en éstas termina induciendo la producción y liberación de 
lactato hacia neuronas GABAérgicas en íntimo contacto con las células gliales, las que 
inhibirían a neuronas responsables de regular la ingesta de sodio. La producción local 
de ET-3, una isoforma de ET, en el SFO modula la sensibilidad del canal por el ión, 
en un mecanismo dependiente de la activación de las ERK-1/2 (199). En este sentido, 
otros experimentos probaron que la administración central de un bloqueante de canales 
epiteliales de sodio (ENaC) produce una disminución de la PA en animales DOCA-
Sal (4). Estos resultados arrojarían aún más evidencia a la dependencia que presenta 
este modelo a la sal. Así mismo, en este trabajo demostraron que animales DOCA-Sal 
expresan mayores niveles de cFOS (factor de transcripción de respuesta rápida) en el 
SO y en neuronas parvocelulares y magnocelulares del área posterior del NPV, que su 
contraparte normotensa (4). Considerando además que el bloqueante de los ENaC 
disminuyó los niveles de cFOS en éstas áreas, pero que no afectó otros centros 
simpáticos inferiores, los autores concluyeron que la hipertensión DOCA-Sal sería 
consecuencia de una modulación neuroendócrina del NPV, quedando a discusión la 
desregulación simpática del modelo (4). Por otra parte, en experimentos donde se 
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evaluó el efecto del NaCl en ratas Dahl sensitivas para la generación de la HTA, se 
demostró que la integridad de neuronas catecolaminérgicas en el SNS y del NPV son 
necesarias para su completa expresión (79). En el caso de animales DOCA-Sal, se 
comprobó que presentan mayores incrementos en la PA por estimulación del LC que 
los controles (16). Ya en el año 1979, Katholi y colaboradores publicaron que el tono 
simpático renal incrementado de las ratas DOCA-Sal facilitaba la retención de sodio, 
lo que resultaba esencial para el desarrollo y mantenimiento de la HTA. Así mismo, 
este grupo planteó la importancia de la elevada actividad del SNS en la patogénesis de 
la hipertensión DOCA-Sal (117). Por su parte, Takeda y Buñag en 1980 demostraron 
que la frecuencia de descarga de los nervios simpáticos y la aceleración de la misma, 
producto de la estimulación hipotalámica, son mayores en animales DOCA-Sal que en 
ratas normotensas (269). Así mismo hallaron que la respuesta presora y el tono 
simpático en los vasos se encontraban exacerbados en las ratas hipertensos. En función 
de estos resultados concluyeron que la hiperactividad simpática resulta clave para el 
mantenimiento de la hipertensión DOCA-Sal (269). Por su parte, Fhaner y 
colaboradores (2013) observaron que la cantidad de CAs en células cromafines de ratas 
DOCA-Sal, la cantidad de vesículas catecolaminérgicas y la cantidad de CAs 
secretadas ante una estimulación, así como la duración de la secreción, era mucho 
mayor que en animales normotensos (68). Estos resultados tienen correlato con los 
niveles plasmáticos elevados de CAs que caracterizan a las ratas hipertensas DOCA-
Sal (68). Oparil y colaboradores también demostraron en el año 1988, que la 
disminución de la actividad de neuronas catecolaminérgicas a nivel del HA, resultaba 
escencial para la sensibilidad a la sal en el modelo DOCA-Sal (208). Estos trabajos 
demuestran entonces contundentemente, que para este modelo de HTA, existe una 
íntima relación entre la regulación hemodinámica (PA), el sistema catecolaminérgico, 
el consumo de sal y el sistema endotelinérgico. 
 
     1.6 Sistema Catecolaminérgico 
Es bien conocido que la NA, a nivel central, se encuentra involucrada en 
diversos procesos que incluyen la regulación de la fisiología cardíaca y vascular (207). 
Asimismo, se sabe que existen sustancias o situaciones patológicas (como la HTA) en 
las que se altera la función catecolaminérgica por medio de cambios en la cantidad de 
ARNm y/o actividad de la Tirosina Hidroxilasa (TH), enzima crucial en la regulación 
de la síntesis catecolaminérgica (63, 70, 161, 270). Esto se sustenta en que:  
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 La HTA se acompaña de alteraciones en el sistema noradrenérgico central.  
 El daño del sistema catecolaminérgico central atenúa la HTA. 
 Sustancias que disminuyen la PA afectan neuronas noradrenérgicas 
centrales. 
 El incremento de la PA inducido por dietas con alto contenido de sodio se 
acompañan de alteraciones en el sistema noradrenérgico central. 
La NA es un importante neurotransmisor del sistema nervioso que es producido 
por reacciones secuenciales de tres enzimas: la TH, la decarboxilasa de L-aminoácidos 
aromáticos y la dopamina β-hidroxilasa. La TH, esquematizada en la Figura 8, es la 
enzima que cataliza el paso limitante en la biosíntesis de las CAs, convirtiendo L-
Tirosina en L-Dopa, por lo que su actividad es altamente regulada. Además, es por 
esto considerada un marcador específico de neuronas catecolaminérgicas (85, 118, 
138). La regulación de la actividad de esta enzima es muy compleja y puede estar 
modulada por dos mecanismos, una regulación a corto plazo (inhibición por 
retroalimentación, regulación alostérica y fosforilación enzimática), y una regulación 
a mediano y largo plazo (estabilidad enzimática, regulación transcripcional, 
estabilidad del ARNm, empalme alternativo del ARN en humanos, y regulación 
traduccional) (118, 138). La fosforilación constituye el mecanismo más importante de 
regulación de la actividad de la enzima a corto plazo. Se han descripto cuatro sitios 
Serina que pueden fosforilarse en el dominio amino terminal regulatorio de la TH por 
acción de varias proteínas quinasas: Ser8, Ser19, Ser31 y Ser40 (63, 138, 224). La Ser8 
es fosforilada por el complejo de p34cdc2 y p58 ciclina A (cdc2/ciclina A), aunque se 
desconoce su importancia en la regulación de la actividad enzimática. La fosforilación 
de la Ser19 no influye directamente la actividad de la TH, solo lo hace cuando se 
encuentra presente la proteína 14-3-3, pero induce un cambio conformacional que 
provoca un aumento de la tasa de fosforilación de Ser40 (63). La Ser31 es fosforilada 
por las MAPK activadas, por la estimulación de PKC y por ésteres de forbol 
produciendo un moderado aumento de la actividad de TH. Por su parte, la Ser40 es el 
sitio más promiscuo de fosforilación y es blanco de la PKA, PKC, la CaMKll y la PKG 
produciendo un aumento significativo de la actividad enzimática (54, 60, 63, 138, 224, 
289) (Figura 9). Si bien la fosforilación de los sitios serina es considerada un 
mecanismo de regulación a corto plazo, también interviene en la modulación de la 
estabilidad de la TH, haciéndola más suceptible a la degradación (188, 189, 191). 
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Figura 8: Estructura de la Tirosina Hidroxilasa (TH). (A) Estructura lineal del monómero de TH, con 
los sitios de fosforilación en el dominio regulatorio amino-terminal, el dominio catalítico y el dominio 
de tetramerización (TIZ). (B) Estructura cuaternaria de la TH. (C) Representación del sitio activo 
monomérico de la TH. El sitio activo contiene el Hierro y los aminoácidos His331, His336, y Glu376, 
que lo coordinan. Adaptada de Tekin y col, 2014. 
 
 
Figura 9: Regulación por fosforilación de la Tirosina Hidroxilasa (TH). (A) Esquema representativo 
de los estímulos que activan kinasas y fosfatasas, con la reacción de fosforilación o desfosforilación 
que llevan a cabo y consecuencias funcionales de la TH fosforilada (TH-P). (B) Secuencia 
aminoacídica de la TH de rata (rTH) y de las versiones humanas de la enzima (hTH1, hTH2, hTH3 y 
hTH4), con los sitios Serina suceptibles de fosforilación y las kinasas responsables de adicionar un 
grupo fosfato en cada posición. Modificada de Tekin y colaboradores, 2014. 
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Los niveles de proteína y de actividad de la TH pueden estar modulados a largo 
plazo por cambios en la concentración de ARNm.  La región 5’ del gen de TH de rata 
contiene diversas secuencias homólogas a elementos regulatorios que incluyen a AP2, 
AP1, AP4, E box, Oct/POU, HEPT, Sp1, CRE, TATA box, entre otros (145, 148, 193). 
Sin embargo, solo los sitios AP1, octamer, Sp1 y CRE (elemento de respuesta a 
AMPc) se ubican en los sitios de inicio de la síntesis del ARNm-TH. Siendo que éstos 
están altamente conservados en el gen de TH, como lo demuestra su presencia en rata, 
humano, bovino y ratón, se sugiere entonces que los factores que se unen a dichas 
secuencias son los que realmente tienen injerencia en la regulación transcripcional 
(145, 148). Así, se ha descripto que los factores de transcripción más relevantes en la 
modulación de la transcripción de la TH son: CREB (proteína de unión al elemento de 
respuesta a AMPc), c-Fos y c-Jun (58, 70, 105, 138, 153, 236, 264). Se sabe que 
sustancias que estimulan PKA, PKC y que movilizan calcio inducen la expresión del 
gen de TH mediante la activación de los mencionados factores de transcripción (58, 
70, 105, 138, 153, 236, 264). Como ejemplos de estos estímulos se encuentran la 
hipoxia, aumento en los nivele de glucocorticoides circulantes o estímulos estresantes 
como la restricción de movimiento, las bajas temperaturas, o la administración de 
diversas drogas (63, 118, 138). En este sentido, la administración de cocaína conduce 
a un aumento en los niveles de actividad y de ARNm de la TH vía inducción de 
expresión factores de transcripción que se unen a sitios AP-1 y CRE (148). Por otra 
parte, se sabe que sustancias que alteran la función catecolaminérgica a diferentes 
niveles, inducen cambios en la expresión del mensajero de la TH y/o en la actividad 
de la enzima (63, 118, 138). Sin embargo, se observó que niveles altos de TH-ARNm 
no siempre implican aumentos en los niveles de proteína y de actividad enzimática 
(63, 118, 138)  
Habiendo descripto los mecanismos que regulan la actividad y la transcripción 
de la TH, nos queda por mencionar la degradación de la misma. La eliminación de la 
TH de la célula se lleva a cabo, principalmente, por el Sistema Ubiquitina Proteasoma 
(SUP) (120, 188–191, 251, 274).  
 
     1.7 Sistema Ubiquitina Proteasoma  
El SUP consiste en un sistema ubicuo para la degradación de proteínas 
responsable de degradar proteínas nativas marcadas para tal fin u otras mal plegadas. 
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Brevemente, el proteasoma consiste en una estructura multiproteica, sumamente 
compleja, con forma de barril, denominada 26 S, con actividad proteasa y ATPasa. Las 
tapas del mismo, o los dominios ubicados en los extremos, constituyen las subunidades 
regulatorias 19S, mientras que la región central, aquella con actividad proteasa 
multicatalítica, se denomina 20S (49, 114, 130, 168, 169, 262, 287).  
En primera instancia, aquellas moléculas a degradarse son marcadas mediante 
la adición de pequeñas proteínas, denominadas Ubiquitinas (Ub) de 8 kDa. En esta 
reacción intervienen una serie de 3 enzimas (E1, E2, E3). Así, la proteína generalmente 
marcada con una cadena de varias Ub, es decir poliubiquitinizada, ingresa al 
proteasoma, y en reacciones ATP dependientes, es degradada (Figura 10). El SUP está 
involucrado en la mayoría de los procesos celulares, así como en una gran cantidad de 
patologías (114). En este sentido, el proteasoma resulta crucial en la degradación de 
factores que regulan la transición en las etapas del ciclo celular, la proteólisis 
relacionada con el envejecimiento, la hidrólisis de proteínas por estrés del retículo, la 
degradación de proteínas afectadas por el estado oxidativo de la célula, presentación 
de antígenos en células inmunes, etc (283). A nivel neuronal, enfermedades como el 
Parkinson, Alzheimer, Hungtintong, Esclerosis Lateral Amiotrófica y demás 
patologías neurodegenerativas se asocian al mal funcionamiento de este sistema, que 
conlleva a la acumulación y depósito de proteínas y, en última instancia, a la lesión 
celular (114, 168, 271, 287). En función de esto, el SUP ha sido blanco de numerosos 
estudios. Así, existen en el mercado una gran variedad de inhibidores del proteasoma 
como el PSI, MG-132, lactacistina, MG-262, bortezombir, y demás; algunos de los 
cuales están siendo empleados en ensayos clínicos para tratar el cáncer, entre otras 
patologías (112, 130, 169). Sin embargo, las drogas más empleadas a nivel de 
experimentación para inhibir la actividad del proteasoma son la lactacistina y el MG-
132. La primera, se caracteriza por ser un metabolito del Streptomyces, que inhibe 
irreversiblemente el proteasoma al formar un enlace covalente con una Treonina en el 
extremo N-terminal de la subunidad β5 del 20S (130, 169).  En particular, la 
lactacistina no es quien inhibe el proteasoma, sino su producto de hidrólisis, la L-
Lactona. Ésta ingresa a la célula con facilidad (130, 169). Por otra parte, el MG-132 
consiste químicamente en un aldehído peptídico y es ampliamente utilizado por la 
facilidad con la que penetra la membrana celular (130, 169). Es un inhibidor reversible, 
que forma un enlace covalente lábil con una treonina del sitio activo de la subunidad 
20S. El MG-132, a su vez, presenta una concentración letal 80 (LC80) 10 veces menor 
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a la lactacistina en cultivos in vitro (0,4 µM vs 4 µM) (130, 169). Sin embargo, gracias 
a su elevada permeabilidad y a que es uno de los inhibidores más económicos del 
mercado, resulta un reactivo de elección a la hora de inhibir el proteasoma (130, 169). 
A este respecto, Reaney y colaboradores demostraron que la incubación a 24 y 48 hs 
de un cultivo primario de neuronas dopaminérgicas con MG-132 (0,1 µM) no inducía 
cambios en la viabilidad celular (227). Creemos importante destacar este hecho, ya 
que se ha demostrado la elevada susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas a la 
inhibición del proteasoma (292). Además, existe extensa bibliografía sobre la 
administración periférica de inhibidores de proteasoma para el tratamiento de 
hipertensión pulmonar, como anti-inflamatorio, para la remodelación vascular, como 
quimioterápico; pero pese a esto, poco se sabe de los efectos de su administración a 
nivel del SNC (31, 61, 64, 77, 194, 287). Sí, se ha demostrado que la inhibición central 
del SUP desarrolla modelos animales que emulan la enfermedad de Parkinson, por 
acumulación de proteínas que conllevan al mal funcionamiento y eventual pérdida de 
células dopaminérgicas (108, 146, 259). Por otra parte, respecto de los efectos a nivel 
cardiovascular, podemos mencionar los trabajos de Takaoka y colaboradores (203). 
Estos administraron PSI, un inhibidor del proteasoma, periféricamente en animales 
DOCA-Sal crónicamente (268). Este tratamiento probó disminuir la PA en un 
mecanismo dependiente del factor de transcripción NF-kb y de la reducción en el 
ARNm de ET-1 (267, 268).  
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Figura 10: Sistema Ubiquitina-Proteasoma (SUP). La degradación de proteínas por el SUP se inicia 
con la conjugación de una Ubiquitina (Ub) con la proteína blanco, reacción que involucra la reacción 
secuencial de 3 enzimas. La Enzima activadora de Ub (E1) activa la Ub en una reacción dependiente 
de ATP. La Ub activada es luego transferida a la Enzima conjugadora de Ub (E2). Finalmente, la Ub 
ligasa (E3) une la Ub aportada por la E2 a un residuo de lisina de la proteína blanco. La misma cascada 
de reacciones agrega sucesivas moléculas de Ub a residuos de lisinas internas dentro de ésta. La unión 
de al menos 4 moléculas de Ub a las 48-Lys, constituye una señal para la degradación, mientras que 
otro tipo decadenas lineales pueden participar en diferentes mecanismos, como la transducción de 
señales. La proteína poliubiquitinizada entonces es reconocida por el proteasoma activo, conformado 
por la interacción de partículas regulatorias con el dominio central catalítico (20S). Los anillos α y β 
de la subunidad 20S, si se encuentran solos, son inactivos. Comúnmente, la 20S se asocia a la subunidad 
regulatoria 19S, aunque también puede ser activado por el complejo PA28 o la proteína Blm 10/PA200. 
Así, la proteína marcada ingresa en el proteasoma y es clivada en pequeños péptidos. El SUP está 
involucrado en una serie de funciones celulares como el control de calidad de proteínas, la respuesta 
al estrés o la regulación del ciclo celular. Adaptado de Vilchez 2014 
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La TH no escapa a este mecanismo de degradación. Las formas más suceptibles 
de ser ubiquitinizadas son aquellas que se hallan fosforiladas en el extremo N-terminal, 
principalmente la TH-PSer40 y la TH-PSer19 (35, 120, 189–191). Es así entonces que, 
al fosforilarse la enzima, aumenta su actividad, pero disminuye su estabilidad. 
Llamativamente, Nakashima y colaboradores describieron que la degradación de la 
TH-PSer40 y la TH-PSer19 ocurren en distintos compartimentos, debido a que éstas 
suelen encontrarse separadas a nivel celular (189–191). Es así que, la TH fosforilada 
en posición 40, la forma más activa de la enzima y por tanto la más eficiente a la hora 
de sintetizar L-DOPA, se encuentra principalmente a nivel del citosol. Sin embargo, 
la TH con grupo fosfato en la Ser19 se expresa en mayor proporción a nivel del núcleo 
celular (190, 191). Siendo que el proteasoma se encuentra descripto en ambos sitios, 
la degradación de cada TH se lleva a cabo en su correspondiente compartimento (190). 
Por otra parte, existen mecanismos dependientes del entorno celular que también 
modulan la suceptiblidad de las formas fosforiladas a la degradación. Así, Kahawata 
y colaboradores (120) demostraron que la disminución de los niveles de dopamina 
(DA) y de tetrahidrobiopterina disminuyen la estabilidad de la TH-PSer40. Por su 
parte, la interacción de la TH-PSer19 con proteínas de la familia 14-3-3, aumentan la 
estabilidad de ésta (187, 256). 
Por lo tanto, la regulación de la síntesis y degradación de la TH, al igual que la 
activación de ésta, se encuentra altamente controlada en las células 
catecolaminérgicas.   
 
    1.8 Sistema Endotelinérgico 
Las ETs son una familia constituida por tres isopéptidos de 21 aminoácidos, 
ET-1, ET-2 y ET-3, inicialmente descubiertas por sus potentes efectos 
vasoconstrictores y posteriormente secuenciadas por Yanagisawa y colaboradores 
(305). Estos péptidos son producto de la expresión de 3 genes diferentes, y provienen 
del procesamiento sucesivo del transducto por una serie de enzimas, siendo la última 
la enzima convertidora de endotelinas (131) (Figura 11).  
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Figura 11: Endotelinas. (A) Esquema de las Endotelina-1, Endotelina-2, Endotelina-3. Los 
aminoácidos marcados con un círculo rojo son aquellos que difieren de la Endotelina-1. (B) Biosíntesis 
de las Endotelinas. Se esquematiza la síntesis de la Endotelina-1. Modificado de Kohan 2011 y 
Davemport 2016. 
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Sin embargo, su distribución no se circunscribe al sistema circulatorio, sino 
que también se las encuentra ampliamente distribuidas en todo el organismo. La ET-1 
y su ARNm ha sido identificado en células endoteliales, cardiomiocitos, células 
musculares vasculares de la aorta, páncreas, hígado, células epiteliales y mesangiales 
renales, células de Sértoli, células endometriales, células epiteliales mamarias, 
leucocitos, células epiteliales de ductos biliares, e incluso en el SNC, en terminales 
neurosecretorias de la neurohipófisis y en somas neuronales y de astrocitos, en áreas 
incluyendo BOs e Hipotálamo, (13, 55, 125, 129, 131, 141, 152, 234, 248, 306). La 
ET-2 se encuentra principalmente en el endotelio vascular y en otros tejidos como el 
riñón, intestino, miocardio, placenta y útero (125, 152).  Por su parte, la ET-3 se 
encuentra preferentemente en el epitelio pulmonar, intestinal y renal, mientras que a 
nivel del SNC, regula la proliferación y desarrollo de neuronas y astrocitos e 
interacciona con diversos neurotransmisores (13, 125, 129, 152, 234). 
Las ETs median sus acciones biológicas a través de la interacción con dos tipos 
de receptores, ET-A y ET-B, expresados en la membrana plasmática de diversos tipos 
celulares (248). Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados 
a proteína G (GPCRs) (55, 56, 125, 131, 141, 248). Existe un tercer tipo de receptor 
para ETs denominado ET-C, descripto por Karne y colaboradores, descubierto en 
Xenopus laevis que tendría homología estructural con los receptores clásicos ET-A y 
ET-B (116). Sin embargo, aún no se ha demostrado la presencia de esta clase de 
receptor en mamíferos. Los receptores ET-A y ET-B difieren en la afinidad con la que 
se ligan las diferentes ETs.  El ET-A presenta el siguiente orden de afinidad: ET-
1>>ET-2>ET-3. A diferencia de aquel, el ET-B une con la misma afinidad los tres 
isopéptidos (48, 55, 123, 125, 131, 141, 248) (Figura 12). También se diferencian estos 
receptores en el hecho de que el ET-A presenta variantes de empalme del transcripto, 
lo que da lugar a una serie de productos alternativos, algunos de los cuales no son 
funcionales, mientras que el ET-B solamente se presenta en la versión nativa (56, 90).  
Por otra parte, diversos trabajos, de tipo fisiológico y farmacológico en los que 
se emplearon agonistas y antagonistas específicos para los receptores, sugieren la 
presencia de receptores no convencionales para las ETs, ET-Ax y ET-Bx, debido a las 
respuestas atípicas observadas (96, 102, 125, 181, 182, 192, 201, 210, 216, 217, 248, 
275, 290). Otra posible explicación planteada por algunos autores a fin de justificar 
estos comportamientos atípicos, tal vez más aceptada hoy en día, consiste en la posible 
formación de homodímeros y heterodímeros por parte de los receptores ET-A y ET-B 
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(81, 88). Esta hipótesis de dimerización plantea la posibilidad también de la formación 
de complejos entre las formas nativas de los receptores y aquellas producto del 
empalme alternativo de los mismos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12: Receptor de Endotelinas (ETs). Se muestra el esquema de los receptores de ETs, ET-A y ET-
B. Los aminoácidos marcados con azul corresponden a casos reportados de mutaciones naturales, en 
rojo mutaciones experimentales que afectan la funcionalidad del receptor, en amarillo sitios de 
modificaciones postraduccionales potenciales como fosforilaciones, en gris sitios de glicosilación, en 
violeta palmitoilación, en verde sitios de fosforilación y mutación experimental. Modificado de   
Davemport 2016. 
 
La activación de los receptores de ETs desencadena una cascada de complejos 
eventos intracelulares que justifican la variedad de efectos biológicos observados para 
estos péptidos (109, 123, 141, 248). En este sentido, luego de su descubrimiento como 
agentes vasoconstrictores, numerosos estudios han demostrado diversas funciones 
para las ETs, entre los que podemos nombrar efectos a nivel de la fisiología endócrina 
y neuroendócrina, la regulación del crecimiento y la proliferación celular, regulación 
de la excreción de electrolitos y la fisiología cardiocirculatoria y renal (55, 92, 123, 
131, 141, 235, 248).  
Estudios de inmunohistoquímica e hibridización in situ demostraron la 
presencia del sistema endotelinérgico en varias estructuras del SNC, incluyendo el 
bulbo raquídeo, HA, NPV, HP, SO, núcleos hipotalámicos ventromediales y en BOs 
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(141, 192), todas áreas íntimamente relacionadas con el control de la fisiología 
cardiovascular y el balance hidrosalino (141, 280). Es en función de dicha ubicación 
que se sugiere que estos péptidos estarían involucrados en la regulación de la 
transmisión simpática, el balance de agua y electrolitos, la secreción endócrina y la 
actividad cardiovascular entre otras (141, 280, 281). Trabajos previos demuestran 
también una distribución similar de los sistemas endotelinérgicos y noradrenérgicos 
en las áreas mencionadas (141). Se observó que la administración de ET-1 en el 
ventrículo lateral o en el área postrema produce una importante respuesta presora (92, 
141, 142, 235). Por otra parte, la inyección de ET-3 en el tercer ventrículo induce una 
inhibición sobre la ingesta de agua en ratas sometidas a estímulos exógenos o 
endógenos (241). Otros autores sugieren que los efectos cardiovasculares centrales de 
las ETs son mediados, al menos en parte, por el sistema catecolaminérgico (137, 141, 
200, 201). De este modo, dichos antecedentes muestran que las ETs tienen funciones 
regulatorias centrales sobre la homeostasis hidrosalina.  
Distintos estudios reportan que las ETs pueden actuar en el SNC como 
neurotransmisores putativos o neuropéptidos reguladores (2, 3, 103, 181, 182, 216, 
217, 303). Las ETs, que se encuentran en mayor concentranción a nivel del LCR que 
en el plasma, estimulan la liberación de CAs en corteza y además aumentan la 
concentración de calcio intracelular en el hipocampo de rata (133, 207, 215). En este 
sentido, estos péptidos incrementan la liberación de NA en células adrenales 
cromafines activando dos tipos de canales de Ca2+ independientes de voltaje (NSCC-
1 y NSCC-2), como así también la apertura de los canales de tipo L voltaje dependiente 
(141, 263). Por otra parte, nuestro grupo demostró que las ETs modulan 
diferencialmente la liberación neuronal de NA en el HA a través de la activación del 
receptor ET-B y la vía del ON / GC / GMPc / PKG / GABA-A (109, 200), y en el HP 
uniéndose a receptores atípicos (ET-1) y/o el receptor ET-C (ET-3) (201). En el caso 
de la ET-1 los mecanismos intracelulares involucraban un entrecruzamiento entre las 
vías de la PLC / PKC y la del AMPc / PKA; mientras que la ET-3 activaba la vía de 
los fosfoinosítidos (201). Continuando con la descripción de la relación ETs / CAs, a 
nivel central, el grupo de Webber y van den Buuse describió la interacción ETs-DA y 
su relación con la isquemia cerebral, la función neuroendócrina y el comportamiento 
(29). Por su parte, también se observó en los BOs de ratas la presencia de ETs y de 
otros péptidos reguladores, tales como las angiotensinas (ANG II, III, IV y 1-7) y los 
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péptidos natriureticos (ANF, BNP y CNP) (132, 140, 144, 296); sin conocerse aún el 
papel que ejercen. 
Son muchos los estudios que demuestran que el sistema endotelinérgico se 
encuentra alterado y que, por tanto, se halla involucrado en el desarrollo de patologías 
que llevan a estados hipertensivos y a otras enfermedades no vasculares (48, 56, 131, 
207). A nivel central se ha demostrado que la administración de ETs produce un 
marcado incremento de la PA y un aumento en los niveles plasmáticos de CAs (141, 
280). Además, la inyección intra-cerebro-ventricular (ICV) o tópica de ETs induce 
cambios en el patrón cardiorrespitatorio, que se acompañan de alteraciones en la 
respuesta de neuronas vasomotoras y respiratorias (141). Incluso, se observó que el 
aumento de la actividad simpática producido por las ETs administradas centralmente 
se abolía por bloqueo a nivel ganglionar pero no por los antagonistas de la ANG II y 
VP (141). De esta manera se sustenta la hipótesis de que el efecto vasopresor e 
hipertensor de las ETs administradas centralmente estaría mediado a través de la 
activación simpática central (132, 141, 207, 280). Sin embargo, aún no se encuentra 
completamente dilucidado cuáles serían los mecanismos a través de los que las ETs 
modularían a nivel central la función cardiovascular, tanto en estados normales como 
patológicos. 
 
  1.9 Antecedentes 
Nuestro laboratorio estudia la regulación catecolaminérgica en el SNC mediada 
por las ETs. Previamente hemos estudiado el papel de las ETs en el sistema 
catecolaminergico tanto en el hipotálamo como en el BO de animales normotensos de 
la cepa Sprague-Dawley, a corto plazo y largo plazo. En este sentido, hemos observado 
que en el HA, la administración ex vivo de ET-1 y ET-3 disminuía la liberación 
neuronal de NA en un mecanismo mediado por el receptor ET-B y que implicaba la 
activación de la vía del óxido nítrico NO / GMPc / PKG y del receptor del GABA-A 
(200). Además, evidenciamos que al estimular esta región diencefálica con ETs, éstas 
reducen la actividad de la TH a corto plazo y la fosforilación y expresión de ésta a 
largo plazo, a través de la estimulación ETB y, nuevamente, en un mecanismo ON 
dependiente (178, 216, 217). Es así que las ETs podrían disminuir la producción de 
CAs en el HA vía reducción en la actividad de TH y la liberación de las mismas, lo 
que podría implicar, a nivel del individuo, una disminución del control 
simpátoinhibitorio por parte del HA sobre otras aéreas del cerebro ante el estímulo 
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endotelinérgico (178, 216, 217). Además, hemos demostrado que en el HA la ET-1 
reduce la actividad del transportador neuronal de NA (NET) por reducción de la unión 
con el ligando, mientras que ET-3 aumenta la actividad neuronal del transportador con 
un efecto contrario. Estas respuestas son dependientes de la concentración, sugiriendo 
que existe una modulación específica y coordinada de la captación de neuronal de NA 
vía internalización del transportador (103).  
En el HP hemos encontrado que, a corto plazo, ET-1 y ET-3 disminuyen la 
actividad de la TH implicando la vía del ON / GMPc / PKG, fosfoinosítidos y la 
CaMK-II.  En este caso la expresión de la TH total medida por western blot no se 
modificó por las ETs pero sí los niveles de las formas fosforiladas de la enzima en Ser 
19, 31 y 40, lo que justificó la disminución de la actividad de la enzima (178, 216). 
Además, hemos observado que ambas ETs incrementaron la liberación neuronal de 
NA en el HP de ratas normotensas (201). En estudios más recientes, encontramos que 
ambas ETs reducen la captación de NA en el HP de manera concentración dependiente, 
activando tanto receptores no convencionales como al ET-B (102, 103). Por otra parte, 
en experimentos a largo plazo, el estímulo endotelinérgico incrementó la actividad de 
la TH, así como su expresión, fosforilación y cantidad de ARNm, a través de la 
activación de la vía de los fosfoinosítidos, adenilato ciclasa y CaMKII (217). De esta 
manera, considerando en conjunto los resultados descriptos para esta área, parecería 
ser que las ETs facilitan, o potencian, la funcionalidad catecolaminérgica de esta área, 
lo que podría relacionarse entonces con un mayor efecto simpatoexcitatorio. 
En resumen, con estos resultados podemos sugerir que el incremento de la PA 
por la administración central de NA pueda deberse, al menos en parte, a una inhibición 
de la simpatoinhibición del HA y a un incremento de la simpatoexitación a nivel del 
HP. 
En el BO de animales normotensos hemos encontrado que, a corto plazo, ambas 
ETs aumentan la actividad de la TH, por mecanismos que involucra a los receptores 
ET-A y ET-B, acoplados a CAMK-II, PKC y PKA (182). Por otra parte, describimos 
que este tratamiento con ETs aumentó las formas fosforiladas en Ser19 y Ser 40 sin 
modificar la fosforilación en Ser31 ni los niveles totales de TH. Estos resultados 
apoyan la relación entre el BO y el control de las funciones cardiovasculares (182). En 
experimentos a largo plazo, en cambio, observamos que la estimulación del tejido 
aislado con ETs administradas exógenamente, conllevaba no solo a un incremento de 
la actividad de la TH, con incrementos en la fosforilación de la misma, sino que 
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también incrementaban los niveles proteicos totales expresados y la cantidad de 
ARNm de TH. En estos experimentos, la respuesta a la ET-1 probó ser mediada por el 
receptor ET-A, mientras que la respuesta a ET-3 pareció involucrar la activación de 
receptores atípicos (181). 
Con el objeto establecer la relación entre los sistemas catecolaminérgicos y 
endotelinérgicos en un modelo animal de HTA, Abramoff y colaboradores realizaron 
experimentos también de tejido aislado, estimulando con ETs, pero empleando ratas 
DOCA-Sal. Así, observamos en resultados aún no publicados que, el HA de animales 
hipertensos mostraba una leve disminución en la actividad y en la cantidad total y 
fosforilada de la TH respecto de normotensos. Además, el HA de ratas DOCA-Sal 
presentó una disminución de la liberación e incremento de la captación de la NA 
respecto de los animales controles. Estos resultados indicarían una menor actividad 
catecolaminérgica en un importante centro simpatoinhibitorio, lo que sería coherente 
con el modelo DOCA-Sal. Por otra parte, al estimular con ETs el HA de ratas 
hipertensas en experimentos ex vivo, se produjo un incremento en la actividad de la 
TH y un aumento en la expresión de la enzima, pero con una disminución de la 
liberación de NA, junto con una reducción de la actividad del NET. De esta manera, 
si bien los animales hipertensos parecerían tener menos activa esta área que los 
normotensos, el estímulo endotelinérgico prepararía el ambiente para un aumento en 
la actividad catecolaminérgica de dicha área. Tal es así que aumenta la actividad de la 
TH, pero al disminuir la liberación, el neurotransmisor quedaría retenido en la terminal 
presináptica y modularía negativamente la actividad de la enzima.  
El HP de ratas DOCA-Sal mostró tener, basalmente, mayores cantidades 
totales y fosforiladas de la TH, lo que se relacionó con la mayor actividad de la misma. 
Así mismo, presentaron mayor expresión y actividad del NET, mayor liberación de 
NA y un incremento en la funcionalidad de la MAO (2). Por su parte, esta región de 
los animales hipertensos respondió de un modo particular al estímulo endotelinérgico. 
Así, observamos que la incubación del HP con ETs producjo un incremento de la 
actividad de la TH, un aumento concomitante de la TH-PSer31 y TH-PSer40, una 
mayor liberación y recaptación de la NA, un incremento en la actividad de la MAO y 
una mayor expresión del NET en membrana (2). Todos estos resultados indicarían que 
el estímulo endotelinérgico en el HP de animales DOCA-Sal potenciaría la 
neurotransimisión noradrenérgica de dicha región. Estos resultados en el individuo, 
implicarían una mayor actividad de un centro cuya estimulación conlleva a una 
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simpatoexcitación, respuesta totalmente compatible con las características del modelo 
DOCA-Sal.  
Por otra parte, respecto de los BOs, los animales DOCA-Sal presentan, per sé, 
una mayor expresión y fosforilación de la TH, con un incremento en la actividad de 
ésta (3). Sin embargo, en resultados aún no publicados, observamos que la 
estimulación durante 30 minutos con ETs administradas exógenamente en 
experimentos de órgano aislado, producía una disminución de la actividad de la enzima 
y una disminución de los niveles totales de la TH, así como de sus formas fosforiladas. 
Además, la respuesta resultó más importante por la administración de ET-3 que de ET-
1. Estos resultados apoyan y contribuyen a la relación entre el BO y su participación 
en el control de las funciones cardiovasculares. Asimismo, aportan a la importancia de 
esta región telencefálica en la génesis, desarrollo y/o mantenimiento de la HTA, 
pareciendo demostrar que el estímulo endotelinérgico de dicha área resulta esencial 
para el mantenimiento, al menos, de la actividad catecolaminérgica del BO.  
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La HTA es una enfermedad cuya etiopatogenia, pese a los numerosos e 
intensos esfuerzos realizados por muchos grupos de investigación, es aún desconocida. 
Diversos antecedentes muestran que las CAs centrales, fundamentalmente NA, tienen 
un papel preponderante en la modulación tanto a corto como a largo plazo de la PA, 
en estados fisiológicos y patológicos. En este mismo sentido, diversos trabajos 
demuestran la implicancia de las CAs centrales en la patogenia de la HTA tanto en 
modelos animales como en humanos. Experimentos donde el sistema noradrenérgico 
central fue dañado permitieron demostrar que dicha lesión disminuyó la PA en algunos 
modelos experimentales de hipertensión como el SHR y el DOCA-Sal. Se demostró 
asimismo que, en algunos casos, existen alteraciones específicas en las CAs a nivel 
central en relación con incrementos de la PA inducidos por dietas con altos contenidos 
de NaCl. En este sentido, existen evidencias que avalan la relación entre dietas con 
excesiva ingesta de sales, en particular de sodio, y el desarrollo de HTA. En este 
contexto, se desarrollaron diferentes modelos animales de hipertensión experimental, 
cada uno con sus propias características, lo que les reporta ventajas y/o desventajas en 
el estudio de los mecanismos que subyacen a esta patología. En particular, uno de los 
modelos que es sal dependiente es el DOCA-Sal. Animales con este tipo de HTA 
presentan, entre otras características, incrementos del tono simpático y de los niveles 
de ET-1 plasmáticos. Sin embargo, se desconoce el papel de las ETs endógenas 
centrales en ratas en este tipo de HTA. Más aún, no se halla descripto cómo 
interaccionan el sistema endotelinérgico central con el sistema catecolaminérgico, 
pese a que sí se observó la existencia de una distribución similar de ambos en diferentes 
regiones del SNC. Es importante destacar que, algunas de estas regiones o áreas que 
coexpresan distintos elementos de los dos sistemas se encuentran estrechamente 
relacionadas con el control de la función cardiovascular. En este sentido cabe destacar 
la importancia del HA e HP, cuyas relaciones con el control hemodinámico, así como 
con la modulación del balance autonómico, son ampliamente conocidas. También 
puede mencionarse entre estas áreas a los BOs en los que, si bien la relación y 
dependencia con la función cardiovascular es más distante y muy poco estudiada, se
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demostró que su integridad resulta fundamental para el correcto control de respuestas 
cardiovasculares. 
Considerando además, que en nuestro laboratorio demostramos que las ETs 
aplicadas ex vivo actúan, a nivel del BO, HA e HP, como neurotransmisores putativos 
y/o neuromoduladores, afectando los diferentes pasos de la transmisión 
catecolaminérgica, y en especial de la noradrenérgica, tanto en animales normotensos 
como en hipertensos DOCA-sal, planteamos entonces la siguiente hipótesis general de 
trabajo:  
 
“El sistema endotelinérgico endógeno central está involucrado en la hipertensión 
arterial en el modelo DOCA-sal a través de la modulación de la transmisión 
noradrenérgica.” 
 
 En relación a la problemática planteada acerca del desconocimiento que existe 
sobre cómo se relacionan los sistemas endotelinérgico y catecolaminérgico endógenos 
centrales con el desarrollo de la HTA, a la hipótesis general enunciada y los resultados 
obtenidos previamente por parte de nuestro grupo, definimos como objetivo general 
del presente trabajo de tesis doctoral: 
 
“Estudiar la participación del sistema endotelinérgico endógeno central en la 
regulación de la actividad y expresión de la TH en el HA, HP, y BOs de animales 
hipertensos DOCA-Sal y su correlación con la alteración de diferentes parámetros 
hemodinámicos.” 
  
  Sobre la base de los antecedentes mencionados, y considerando el objetivo 
planteado, se propuso estudiar los mecanismos responsables de las alteraciones y la 
posible interacción entre el sistema endotelinérgico y la transmisión 
catecolaminérgica, en el desarrollo y/o mantenimiento de la HTA en un modelo sal 
dependiente.  
 Siendo que es escasa la información sobre el estado del sistema endotelinérgico 
central en los diferentes modelos de HTA, en primera instancia se evaluaron:   
a) La expresión de receptores ET-A y ET-B por western blot en BO, HA e HP, 
como indicador de posible sobreexpresión del sistema.  
 41 
 
Hipótesis y Objetivos 
b) Asimismo, para evaluar si efectivamente el sistema endotelinérgico es capaz 
modular la actividad de neuronas catecolaminérgicas, se determinó por 
microscopía confocal la posible localización de los receptores de ETs en 
neuronas TH positivas.  
Si bien éstos no fueron estudios de carácter funcional, en el laboratorio 
demostramos previamente que el tratamiento con ETs aplicadas ex vivo en los BOs, 
HA e HP afecta la actividad, cantidad y mensajero de la TH. Los resultados de la 
presente tesis podrían explicar, al menos parcialmente, si las conclusiones obtenidas a 
cerca de la modulación del sistema catecolaminérgico por parte de las ETs es debida a 
un efecto directo y/o indirecto. 
Por otra parte, en un segundo objetivo, se evaluó los efectos del sistema 
endotelinérgico endógeno central. Para cumplimentaar este objetivo, primeramente, se 
determinó la respuesta a la inhibición in vivo del receptor el ET-A, mediante la 
administración de un antagonista específico, BQ-610. Luego, en segunda instancia, se 
evaluaron las posibles acciones de la activación del receptor ET-B mediante la 
utilización de un agonista específico, el IRL-1620. La administración de ambas drogas 
se realizó en el ventrículo lateral cerebral, de manera aguda y determinando los efectos 
de éstos sobre:   
 
a) Parámetros hemodinámicos, como indicador del estado del sistema 
cardiovascular. Se evaluaron la PS, PD y PAM junto con la FC. 
b) Actividad de la TH, enzima limitante en la biosíntesis de CAs, a nivel de BOs, 
HA e HP. 
c) Expresión de la TH total y su fosforilación, como el mecanismo principal de 
regulación rápida de su actividad, en BOs, HA e HP. 
d) Niveles del mRNA de la TH, como resultante de mecanismos a largo plazo de 
regulación de la enzima, también en BOs, HA e HP. 
 
 Asimismo, en todos los animales se determinaron los siguientes parámetros 
con el fin de caracterizar el modelo y asegurar la calidad del reactivo biológico 
empleado: 
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 PS y FC en las 5 semanas del tratamiento control y DOCA-Sal, para comprobar 
el desarrollo de hipertensión en estos últimos. 
 Medición de los volúmenes de agua ingeridos por animales tratados y 
controles, con el fin de evaluar el desarrollo de la HTA experimental. 
 Evaluación de los pesos de los individuos (PC), como parámetro de 
crecimiento y posible indicador de estados de estrés o deshidratación de los 
animales, además de ser usado para el cálculo de la dosis de la DOCA 
inyectada. 
 Determinación de los pesos de los ventrículos izquierdo y derecho (VI y VD) 
y del peso corporal (PC) para obtener la relación VI/PC y VD/PC que se utiliza 
como índice de hipertrofia cardíaca (30). 
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3. Materiales y métodos. 
     
    3.1 Animales. 
Para los experimentos realizados en la presente tesis se emplearon ratas macho 
de la cepa Sprague-Dawley (outbread Crl:CD) obtenidas de los Bioterios de las 
Facultades de Ciencias Veterinaria y de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, 
Universidad de Buenos Aires. Los animales así adquiridos contaron con certificados 
de análisis microbiológico que aseguraba la calidad de los mismos. Las ratas se 
mantuvieron en el Bioterio de la Cátedra de Fisiología - IQUIMEFA (UBA-
CONICET) durante todo el protocolo experimental. Éstas fueron alojadas en jaulas 
plásticas (máximo de 4 ratas por jaula), con ambiente controlado (temperatura: 
22±2 °C y humedad: 45-55%), ciclos de luz oscuridad de 12 horas y con acceso al 
alimento y agua de bebida ad-libitum. El bioterio se encuentra bajo el cuidado y 
supervisión de dos Técnicos en Bioterio de la UBA. 
Los protocolos experimentales que se desarrollaron y que se explican a 
continuación cumplieron con las normas fijadas en el Manual de Cuidado y Uso de 
Animales de Laboratorio (8, 278) y revisados y aprobados por el Comité Institucional 
del Cuidado y Uso de los Animales de laboratorio (CICUAL) de la Facultad de 
Farmacia y Bioquímica, Universidad de Buenos Aires (Nº Nota: 031013-5; EXP-FYB 
Nº 56106/13).   
 
    3.2 Modelo DOCA-Sal. 
Ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, con un peso de 125 ± 25 gr, fueron 
divididos al azar en 2 grupos:  
  CONTROL: Pesados 2 veces por semana, a los que se les proveyó como 
agua de bebida solo agua.  
  DOCA-Sal: Pesados e inyectados 2 veces por semana con acetato de 11-
deoxicorticosterona (15 mg/kg) y a los que se les proveyó NaCl 1% como 
agua de bebida. 
 Preparación de la DOCA: El día previo a la administración se estimó 
la cantidad necesaria según el número de animales a inyectar y pesos
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 de los mismos. Se pesó entonces la cantidad de DOCA considerando 
una dosis de inyección de 15 mg/kg, se le agregó aceite de sésamo 
como vehículo de administración (concentración final: 15 mg 
DOCA / 1 ml de aceite) y se dejó la suspensión en agitación toda la 
noche al abrigo de la luz (2, 3)  
Los grupos experimentales fueron así desarrollados durante 5 semanas. Con el 
fin de comprobar el desarrollo del modelo de hipertensión experimental en los 
animales, se controló la PS de las ratas por un método esfingomanométrico (AD 
Instruments-PowerLab, 8/30 and NIBP Controller ML125 y Transductor de pulso con 
manguito, PANLAB SLU, España).  
 
    3.3 Cirugías y Protocolos Experimentales. 
Durante la cuarta semana de tratamiento, las ratas fueron anestesiadas con una 
mezcla Ketamina/Xilazina (50/10 mg/Kg, intraperitoneal-IP).  Una hora antes del acto 
quirúrgico, y 48 horas más tarde, se administró vía oral a todos los animales una mezcla 
de ibuprofeno (50 mg/Kg/día) y Amoxicilina (100 mg/Kg/día) de acuerdo a los 
manuales de buenas prácticas en el manejo de animales de laboratorio (298). Una vez 
anestesiadas las ratas, se procedió a colocarles cánula guía sobre el techo del ventrículo 
lateral (-1,9mm; -0,7mm; -3,0mm en los ejes x; y; z respectivamente). Las coordenadas 
se extrajeron del atlas de Paxinos y Watson (214). Luego de la cirugía los animales 
fueron recuperados en jaulas individuales durante 7 días. Debido a que los animales 
recién operados no consumen H2O de manera inmediata, se les realizó una fluido-
terapia inyectándoles solución fisiológica vía subcutánea (10 ml). Esta técnica evita 
posibles deshidrataciones y mejora la recuperación (298). Así, en la quinta semana de 
tratamiento, y transcurridos 7 días pos-colocación de la cánula guía, se anestesió a las 
ratas con Uretano (1g/Kg, IP en solución fisiológica). Una vez comprobado que el 
animal se encontraba en el período de anestesia quirúrgica, se les realizó en primer 
término una traqueotomía para facilitar el acceso a las vías aéreas. Posteriormente se 
aisló y canuló la arteria femoral para la obtención del registro de presión directa (AD 
Instruments-PowerLab, 8/30 and Quad Brigue Amp. Y Physioloical Pressure 
Tranducer SP833). Luego se conectó la cánula de la arteria al sensor de presión y, tras 
registrar la presión durante 10 minutos para estabilizar el sistema, así como para 
detectar el estado basal del animal, se inyectó en el ventrículo lateral (inyección ICV) 
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las diferentes sustancias de acuerdo a los siguientes esquemas experimentales (Tablas 
1, 2 y 3):  
 
Tabla 1: Estudio experimental 1. Sustancias administradas para cada tratamiento correspondiente al 
presente ex experimental. Líquido cefalorraquídeo artificial (LCRa), antagonista ET-A específico (BQ-
610). 
 
 LCRa BQ-610 
(20 µM) 
Control+LCRa + - 
Control+BQ-610 + + 
DOCA-Sal+LCRa + - 
DOCA-Sal+BQ-610 + + 
 
 
 
Tabla 2: Estudio experimental 2. Sustancias administradas para cada tipo de tratamiento 
correspondiente al presente estudio experimental. Líquido cefalorraquídeo artificial (LCRa), 
antagonista ET-A específico (BQ-610), inhibidor reversible de la subunidad 20S del proteasoma (MG-
132). 
 
 LCRa MG-132 
(20 µM) 
BQ-610 
(20 µM) 
Control+LCRa + - - 
Control+MG-132 + + - 
Control+BQ-610 + - + 
Control+MG-132+BQ-610 + + + 
DOCA-Sal+LCRa + - - 
DOCA-Sal+MG-132 + + - 
DOCA-Sal+BQ-610 + - + 
DOCA-Sal+MG-132+BQ-610 + + + 
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Tabla 3: Estudio experimental 3. Sustancias administradas para cada tipo de tratamiento 
correspondiente al presente estudio experimental. Líquido cefalorraquídeo artificial (LCRa), angonista 
ET-B específico (IRL-1620). 
 
 LCRa IRL-1620 
(25 µM) 
Control+LCRa + - 
Control+IRL-1620 + + 
DOCA-Sal+LCRa + - 
DOCA-Sal+IRL-1620 + + 
 
 
Todas las administraciones ICV fueron realizadas a razón de 1 µl / minuto, 
inyectando 1 µl de las soluciones mencionadas siguiendo los protocolos según la 
Figura 13. 
Luego de la inyección, en todos los casos se registró la PA directa durante 60 
minutos. Transcurrido el tiempo, las ratas fueron sacrificadas por decapitación, previa 
verificación de la correcta localización de la cánula guía por disección del cerebro en 
el sitio de la inyección. Aquellos tejidos provenientes de animales cuya inyección no 
fuera realizada en el ventrículo lateral fueron descartados de todo análisis. 
Inmediatamente se extrajeron los BOs, el HA y el HP en frío según el atlas de Palkovits 
& Brownstein (212).  
Los registros de presión obtenidos se analizaron con el programa del equipo, 
LabChart 6.0, empleando el módulo de Presión para tal fin. Los picos se graficaron en 
un pointcaré a partir del cual se excluyeron del análisis picos anormales y artefactos. 
Los valores correspondientes a intervalos cada 10 minutos fueron los puntos elegidos 
a analizar, promediando los mmHg y los lpm correspondientes a ± 30 segundos para 
cada tiempo. Se calcularon las diferencias a cada tiempo versus el valor basal de cada 
animal al momento de la estabilización.  
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Figura 13: Esquema del protocolo experimental. Dos veces por semana los animales DOCA-Sal fueron 
pesados e inyectados con DOCA en aceite de sésamo (15 mg/kg). Los días en que se pesaban a los 
animales DOCA-Sal también se pesaron a los controles. Durante la cuarta semana se les colocó a todos 
los animales una cánula guía en el ventrículo lateral. Luego de 7 días de recuperación se procedió a 
anestesiar a las ratas, a registrar la PA por el método directo y a realizar los distintos estudios 
siguiendo los tratamientos antes mencionados.    
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    3.4 Drogas y Reactivos.  
Tabla 4: Reactivos empleados en la presente tesis doctoral.  
 
Reactivo Marca Lugar 
DOCA MP Biomedicals, LLC Ohio, USA 
BQ-610 American Peptide Company California, USA 
IRL-1620 American Peptide Company California, USA 
MG-132 SIGMA Missouri, USA 
Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr 7-
Amido-4-Methylcoumarin 
SIGMA Missouri, USA 
Catalasa SIGMA Missouri, USA 
Tetrahidobiopterina SIGMA Missouri, USA 
L-Tirosina SIGMA Missouri, USA 
3H-L-Tirosina Perkin Elmer Massachusetts, USA 
Membrana PVDF GE Healthcare Buckinghamshire, UK 
Cocktail inhibidor de Proteasas SIGMA Missouri, USA 
PMSF ICN Biomedicals Ohio, USA 
Marcador de Peso Molecular 
(10-170 kDa) 
Thermo Scientific Illinois, USA 
Anticuerpo Anti Actina SIGMA Missouri, USA 
Anticuerpo Anti TH SIGMA Missouri, USA 
Anticuerpo Anti TH-PSer40 EMD Millipore California, USA 
Anticuerpo Anti TH-PSer31 EMD Millipore California, USA 
Anticuerpo Anti TH-PSer19 EMD Millipore California, USA 
Anticuerpo Anti Ubiquitina Santa Cruz Texas, USA 
Anticuerpo Anti ET-AR Alomone Jerusalem, ISR 
Anticuerpo Anti ET-BR Alomone Jerusalem, ISR 
Anticuerpo Anti Rabbit-HRP EMD Millipore California, USA 
Anticuerpo Anti Mouse-HRP Santa Cruz Texas, USA 
Anticuerpo Anti Rabbit-Alexa488 Jackson Pensilvania, USA 
Anticuerpo Anti Mouse-Alexa594 Jackson Pensilvania, USA 
Proteína A/G Santa Cruz Texas, USA 
Dapi SIGMA Missouri, USA 
Reactivo Quimioluminscente Kalium Technologies Buenos Aires, USA 
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Placas radiográficas Carestream Dental Connecticut, USA 
Tri Regeant Molecular Research Ohio, USA 
RNAsin Genbiotech Buenos Aires, ARG 
DNAsa kit Promega Wisconsin, USA 
RLVM kit Promega Wisconsin, USA 
Oligo dT Genbiotech Buenos Aires, ARG 
Primers IDT Buenos Aires, ARG 
Go-Taq Promega Wisconsin, USA 
Eva Green 20X Biotium California, USA 
MgCl2 (50 mM) Productos Bio-lógicos Buenos Aires, ARG 
dNTPs Productos Bio-lógicos Buenos Aires, ARG 
Taq Pegasus Productos Bio-lógicos Buenos Aires, ARG 
Marcador de pares de base  
(50 pb) 
Productos Bio-lógicos Buenos Aires, ARG 
 
El resto de los reactivos y soluciones empleadas fueron de calidad analítica o 
biología molecular y se adquirieron de diferentes compañías tradicionales.   
 
    3.5 Determinación de la Actividad de TH. 
La actividad de la TH se determinó por un método radioenzimático descripto 
previamente por Reinhard & col. (229). El fundamento de la reacción consiste, 
brevemente, en la liberación de [3H]-H2O producto de la hidroxilación de la [
3H]-L-
tirosina catalizada por la TH (Figura 14). Se determina entonces la cantidad de agua 
tritiada en un contador de centelleo. La determinación, expresada originalmente en 
cuentas por minuto, es convertida a desintegraciones por minuto (dpm) en función de 
los patrones empleados durante la determinación y de un algoritmo presente en el 
programa del equipo. Así, las dpm detectadas resultan directamente proporcionales a 
la actividad de la TH.  
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Figura 14: Esquema del fundamento de la determinación de la actividad de TH basada en el pasaje de 
L-Tirosina a L-DOPA, reacción que es catalizada por esta enzima. El agua marcada obtenida como 
producto resulta indicador de la actividad de la enzima, ya que por mol de sustrato radioactivo 
consumido se obtiene un mol de agua tritiada [3H]-H2O. 
 
 
Para desarrollar esta técnica los tejidos fueron homogeneizados en un buffer 
lisis de composición: 5 mM KH2PO4 y 0,2 % Tritón X-100, pH= 7,00 (BOs en 200 µl 
cada uno, HA e HP en 100 µl cada uno). Las muestras así obtenidas se centrifugaron 
a 10.000 G, a 4°C durante 10 minutos y se recuperaron los sobrenadantes. Se tomaron 
50 µl de éstos y se les adicionó 35 µl de buffer Base (50 mM HEPES buffer pH=7,00, 
conteniendo 15 nmol L-Tyr de 0.5 µCi [3H]-L-tirosina, 420 mM β-mercaptoetanol, 
1000 U catalasa) y 15 µl de buffer Arranque (0,75 mM de 6-metil-
tetrahidrobiopterina). La mezcla se incubó por 20 minutos a 37°C. Posteriormente la 
reacción se detuvo en frío y 25 µl de cada tubo de reacción se traspasó a tres viales 
conteniendo 1 ml de una suspensión de carbón activado (7,5% P/V en HCl 1,0 M) (por 
triplicado). La mezcla se vortexeó vigorosamente y centrifugó a 500 G por 10 minutos 
a 4 °C. De los sobrenadantes, que contienen en agua tritiada, se tomaron 400 µl 
cuidadosamente pipeteados y se les adicionó 3 ml de solución de centelleo líquido 
biodegradable (ECOLITE+TM, MPBiomedicals, LLC., Santa Ana, CA, USA) en tubos 
del centellador. Las muestras fueron luego medidas mediante métodos convencionales 
de centellografía líquida utilizando un estándar externo (Wallac-WinSpectral 1414, 
Liquid Scintillation Counter). El valor del blanco se obtuvo reemplazando la muestra 
por buffer Lisis. 
Parte del sobrenadante del homogenato del tejido se utilizó para determinar los 
niveles de proteínas totales presentes en las muestras. La técnica empleada para dicha 
determinación fue la descripta por Bradford y colaboradores (20, 66), midiendo la 
relación entre las absorbancias a 595nm/450nm e interpolando los resultados en una 
curva de calibración realizada con concentraciones crecientes de albúmina en un rango 
entre 1,2 y 10 µg (66). La cantidad de 3H2O, directamente proporcional a la actividad 
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de la TH, se normalizó respecto de la cantidad total de proteínas presente en cada 
muestra. 
Los resultados de actividad obtenidos entonces como dpm/min/μg Proteína se 
expresaron finalmente como porcentaje vs Control+LCRa  ± SEM. 
   
    3.6 Determinación de niveles proteicos de TH por Western Blot  
Los tejidos de los diferentes grupos experimentales se homogeneizaron en 
buffer de lisis NP-40 modificado para western blot (NaCl 150mM, Tritón X-100 1%, 
EDTA 5mM, EGTA 1mM, NaF 10mM, Tris-HCl 50 mM pH: 8,00). Los BOs se 
homogeneizaron en 300 µl, cada uno, mientras que los HA e HP en 150 ul cada uno. 
Posteriormente se centrifugaron las muestras a 10.000 G a 4°C, conservándose sólo 
los sobrenadantes. Una alícuota de los mismos se empleó para la determinación de 
proteínas totales previamente descripta por Bradford (20). El resto de los 
sobrenadantes fueron mantenidos a -20°C hasta su posterior uso.  
Para cada corrida en particular, 80 µg de proteína de cada muestra fueron 
mezclados con Buffer Laemmli (62,5 mM Tris-HCl pH: 6,80, 2 % SDS, 5 % β-
mercaptoetanol, 10 % glicerol, 4 % azul de bromofenol), calentadas a 100°C durante 
5 minutos en un baño seco (AccuBlock TM, Baño seco digital, Labnet Interational Inc.), 
y sometidas a una separación en un gel discontinuo de poliacrilamida al 10%, en 
condiciones desnaturalizantes. La corrida se realizó a 100 V, con amperaje variable 
revisando los valores del mismo como índices de calidad del buffer de corrida, hasta 
caída del frente de corrida (aproximadamente 2,5 horas). Los geles se transfirieron 
posteriormente a una membrana de PVDF (GE Healthcare, Amersham, Biosciences, 
UK) a 400 mA durante 1 hora 20 minutos en frío. Se controló la eficiencia de la 
transferencia tiñendo los geles con Solución de Coomasie Blue (Coomasie Brilliant 
Blue 0,25% en Metanol : Ácido Acético Glacial : Agua, 45 : 7 : 48 v/v) y las 
membranas con Rojo Ponceau (0,05 % Rojo Ponceau en solución 0,1% Ácido 
Acético). Éstas últimas fueron luego lavadas con agua destilada y buffer TBS-T. Para 
revelar las membranas contra las proteínas de interés, las mismas se bloquearon con 
leche descremada al 5% en TBT-T durante una hora a temperatura ambiente y en un 
agitador orbital. Seguido a esto, se lavaron con TBT-T (3 lavados de 10, 5 y 5 minutos 
cada uno) e incubaron con las soluciones de anticuerpo primario (Tabla 5). 
Posteriormente, las membranas se lavaron con TBS-T (3 lavados de 10, 5 y 5 minutos 
cada uno) y se incubaron con anticuerpo secundario conjugado con HRP según se 
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detalla en la Tabla 6. Finalmente, se lavaron las membranas con TBS-T (3 lavados de 
15, 10 y 10 minutos) y se las reveló empleando un reactivo quimioluminiscente (Bio-
Lumina, Kalium Technologies, Bernal, BsAs, Argentina) y placas fotosensibles (T-
MAT G/RA, Carestream Dental). Las exposiciones se realizaron de manera tal que las 
bandas obtenidas para ulterior cuantificación no se hallaran saturadas ni sub-expuestas. 
Luego de secadas, las placas radiográficas fueron escaneadas (HP Scanjet G3110), 
analizadas empleando la herramienta de geles del Software ImageJ y expresadas como 
proteína de interés normalizada con su propia β-Actina (control de carga) en porcentaje 
vs Control+LCRa ± SEM (2, 3, 91, 138, 181, 182, 217). 
 
Tabla 5: Detalle de incubaciones con anticuerpo primario para Western Blot.  
 
Anticuerpo Primario Especie 
Tipo de 
Anticuerpo 
Dilución de 
uso 
Incubación 
Anti TH Ratón Monoclonal 1:2000* 
Toda la 
noche a 
4°C 
Anti Actina Conejo Policlonal 1:2000* 
Anti TH-PSer19 Conejo Policlonal 1:2000* 
Anti TH-PSer31 Conejo Policlonal 1:750* 
Anti TH-PSer40 Conejo Policlonal 1:2000* 
Anti ET-A Conejo Policlonal 1:400* 
Anti ET-B Conejo Policlonal 1:400* 
* Todas las diluciones se prepararon en leche descremada al 1% en TBS-T. 
 
Tabla 6: Detalle de incubaciones con anticuerpo primario para Western Blot.  
 
Anticuerpo 
Secundario 
Especie 
Incubación 
previa 
Dilución 
de uso 
Incubación 
Anti Ratón Cabra Anti TH 1:4000* 
1 hs 30’ a 
Temperatura 
Ambiente 
Anti Conejo Cabra 
Anti Actina 1:4000* 
Anti TH-PSer19 1:5000* 
Anti TH-PSer31 1:500* 
Anti TH-PSer40 1:5000* 
Anti ET-A 1:2000* 
Anti ET-B 1:2000* 
* Todas las diluciones se prepararon en leche descremada al 1% en TBS-T. 
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    3.7 Determinación de los niveles de ARNm-TH por RT-PCR en Tiempo Real. 
Para la determinación de la cantidad de ARNm de las proteínas de interés se 
aisló inicialmente el ARN total de cada muestra empleando el reactivo TRI Reagent 
(Molecular Research Center INC., Cincinnati, OH, USA) siguiendo las instrucciones 
del fabricante. La calidad del ARN se evaluó en un gel de agarosa al 1 % corriéndolo 
a 80 V durante 15 minutos. Sólo se prosiguió con el tratamiento de las muestras si las 
mismas presentaban las 3 bandas características del ARNr (28S, 18S y 5S). Se eliminó 
entonces el ADN contaminante de las muestras con DNAsa RQ1-RNAsa free 
(Promega, WI, USA) a 37°C durante 40 minutos. El tratamiento se evaluó con una 
PCR regular (MJ MiniTM personal termal cycler) con primers contra β-Actina no 
obteniéndose producto en ninguno de los tubos excepto en el control positivo. 
Posteriormente se determinó la concentración de ARN por espectrofotomería, 
evaluando la Absorbancia a 280 nm y 260 nm y la relación entre éstas. 
El ADNc se obtuvo retrotranscribiendo el ARNm (partiendo en todos los casos 
de 2 µg de ARNm) con una Transcriptasa Reversa M-MuLV (Promega, WI, USA), 
dNTPs (10 mM) y un cebador de oligo dT (100mM). La reacción se confirmó con una 
PCR regular, corriendo los productos y confirmándose la presencia de los mismos en 
todas las muestras (excepto para el control negativo).  
Los niveles de mensajero específico para TH se determinaron en un 
termociclador Rotor Gene-Q (Qiagen, Germany) en una reacción con 20 µl de 
volumen final. Las reacciones fueron realizadas empleando 10 µl de una Mezcla Real 
2X (Eva-Green, dNTPs, MgCl2, Buffer de Taq Polimerasa 5X, Go-Taq Polimerasa, 
agua calidad biología molecular), 1 µl de la mezcla de primers (10 mM), 1 µl de 
templado y 8 ul de agua calidad biología molecular. Para cada par de primers en 
particular se realizaron curvas de calibración con diluciones seriadas de un pool de 
muestras de 6-8 puntos, aceptándose solo rectas con un R2 ≥ 0,98 y una eficiencia de 
1±0,2. La especificidad de las PCRs se corroboró analizando el Tm de los productos 
(observándose un solo pico del Tm correspondiente para todas las muestras excepto 
para el control negativo) y corriendo los productos en un gel de agarosa al 2% con 
Bromuro de Etidio a 100 V durante 15 minutos. Los geles fueron visualizados en un 
transiluminador (Transilluminator M-20, Upland, CA, USA). Solo se analizaron 
resultados cuyas bandas se correspondieran con la cantidad de bases del producto 
esperado. Todas las muestras se corrieron por duplicado. Los resultados se expresan 
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relativizados a la propia cantidad de mensajero de β-Actina (housekeeping) y como 
porcentaje vs Control+LCRa ± SEM.  
 
 Condiciones TH: 
 Primers:  
Sense           5’-AGGGCTGCTGTCTTCCTAC-3’ 
               Antisense    5’-GCTGTGTCTGGGTCAAAGG-3’  
 Condiciones:   
 Desnaturalización inicial: 94°C durante 5 minutos. 
 Ciclado: 
Desnaturalización: 94°C durante 15 segundos. 
  Annealing: 54°C durante 45 segundos  
  Extensión: 72°C durante 30 segundos  
  Cantidad de ciclos: 35 
 Melting: 77°C a 94°C aumentando 0.3°C por segundo. 
  Tm producto: 84,2°C 
  Longitud del producto: 82 pb 
 Condiciones β-Actina: 
 Primers: 
Sense          5’-TTCTGTGTGGATTGGTGGCTCTA-3’ 
         Antisense   5’-CTGCTTGCTGATCCACATCTG-3’ 
 Condiciones:   
 Desnaturalización inicial: 94°C durante 5 minutos. 
 Ciclado: 
Desnaturalización: 94°C durante 15 segundos. 
  Annealing: 54°C durante 45 segundos  
  Extensión: 72°C durante 30 segundos  
  Cantidad de ciclos: 35 
 Melting: 77°C a 94°C aumentando 0.3°C por segundo. 
  Tm producto: 82,0°C 
  Longitud del producto: 67 pb 
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    3.8 Determinación de la Actividad de Proteasoma (solo para Protocolo 2) 
Brevemente, para medir la actividad de proteasoma se empleó un reactivo que, 
químicamente, consiste en una cumarina con un péptido adherido en el extremo C-
terminal (N-Succinil-Leu-Leu-Val-Tyr- 7 Amido-4-metilcumarina). Al incubarse la 
muestra con un buffer de reacción y con el reactivo en cuestión, el proteasoma aportado 
por el tejido cliva el péptido del sustrato liberando así la cumarina. Ésta al ser excitada 
a 380 nm emite fluorescencia, la que es registrada por un espectrofluorómetro a 460 
nm. De esta manera, la velocidad de incremento de Fluorescencia registrada resulta 
proporcional a la actividad del Proteasoma aportado por la muestra (Figura 15) 
Figura 15: Esquema del fundamento de la reacción para determinar la actividad de Proteasoma. La 
velocidad del incremento en la fluorescencia detectada por el espectrofluorómetro, calculada como la 
pendiente o primera derivada en la porción lineal de la curva, resulta proporcional a la actividad del 
proteasoma aportado por la muestra. (C) Cumarina, (Y) Tirosina (V) Valina (L) Leucina (S) Succinil. 
 
Cada BO fue homogeneizado en 150 µl de buffer lisis (HEPES 6mM, EDTA 
0,3 mM, DTT 0,6 mM, Sacarosa 84 mM; pH=7,4.) y centrifugado a 14.000 rpm 
durante 10 minutos a 4°C (Micro centrifuge Smart R17, Hanil, Cimpo, Corea). 
Inmediatamente después de la centrifugación, 5,625 µl de las muestras fueron 
mezclados con 44,4 µl de buffer de reacción (Tris-HCl 50 mM pH=7,40, KCl 40 mM, 
MgCl2 5 mM, Glicerol 2 %, BSA 0,5 mg/ml), 0,375 µl de DMSO, 0,638 µl de ATP 
(60 mM), 0.75 µl de sustrato (100 uM en DMSO) y 23,2 µl de H2O. La degradación 
inespecífica del reactivo se determinó para cada muestra tal y como se mencionó 
anteriormente, pero empleando 0,375 µl de MG-132 (10 mM en DMSO) en lugar del 
DMSO. El blanco de reacción se realizó reemplazando la muestra por 5,625 µl de 
buffer lisis. La reacción se desarrolló en una placa de ELISA de 96 pocillos específica 
para la determinación de fluorescencia. La placa fue mantenida en frío mientras se 
cargaron todos los reactivos, siendo el sustrato el último en adicionarse. Cada muestra 
se determinó por triplicado. Las mediciones se registraron en un espectrofluorómetro 
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termostatizado a 37°C, excitando la muestra con un haz de luz de 380 nm, detectando 
la fluorescencia a 460 nm desde la parte superior de la placa y haciendo lecturas cada 
0,06 segundos durante una hora (FlexStation III, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 
USA). La cinética de la reacción fue lineal entre los 5 min y los 25 minutos de iniciada 
la reacción, por lo que fueron estos tiempos los empleados para calcular la actividad 
del Proteasoma. Se compararon entonces las pendientes de la fluorescencia observada 
normalizando cada muestra con su respectivo inespecífico  
Una alícuota de los sobrenadantes de las muestras fue posteriormente empleado 
para determinar las proteínas totales por el método de Bradford y colaboradores (20, 
66). Los valores de actividad de proteasoma obtenidos se normalizaron entonces con 
las cantidades de proteínas presentes en cada muestra.  
Los resultados fueron expresados como Actividad de Proteasoma / µg de 
proteína en % vs. Control+LCRa ± SEM y % vs. DOCA-Sal+LCRa ± SEM. 
 
    3.9 Determinación de la TH-Ubiquitinizada por co-inmunopreci-pitación (solo 
para el protocolo 2) 
Para esta técnica se homogeneizaron los BOs de ratas del protocolo 2 tal y 
como fuera descripto previamente para Western Blot (sección 3.4). Se determinó la 
concentración de proteínas por la técnica descripta previamente por Bradford (20, 66). 
Para realizar la co-inmunoprecipitación se tomaron 250 µg de proteínas de cada 
muestra y se incubaron con 10 µl de anticuerpo anti-Ub (SantaCruz) durante 1,5 horas 
a 4°C, permitiendo que el anticuerpo interaccione con todas las proteínas que se 
encontraran ubiquitinizadas y con la ubiquitina misma. Posteriormente se agregó 20 
µl de Proteína A/G-Agarosa (Santa Cruz Biotechnology, INC., Dallas, TX, USA) y se 
incubó la mezcla por 3 horas a 4°C en agitación rotatoria. Luego se centrifugó a 1.000 
G durante 5 minutos a 4°C para lograr que las partículas de agarosa queden en el fondo 
del tubo (que de esta manera llevarían consigo a los anticuerpos anti-Ubiquitina y las 
proteínas que éstos hayan reconocido). Se descartaron entonces los sobrenadantes y 
los pellets se lavaron 4 veces con PBS (NaCl 0,137 M, KCl 2,7mM, Na2HPO4 0,1 mM, 
KH2PO4 2mM; pH=7,40). Cada uno de dichos lavados consistió en agregar 1 ml de 
PBS, incubar a 4°C en agitación durante 20 minutos, y centrifugar nuevamente a 1.000 
G por 5 minutos a 4°C descartando los sobrenadantes. Al finalizar los lavados, el pellet 
se resuspendió en buffer Laemmli 1X (con 25 µl/ml β-Mercaptoetanol), se calentó a 
100°C durante 3 minutos, se centrifugó a 1.000G por 5 minutos a 4°C y se sembró, 
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con sumo cuidado, en un gel discontinuo de poliacrilamida 8,5% en condiciones 
desnaturalizantes (Figura 16). En el mismo gel se sembró una muestra que no fue 
inmunoprecipitada como control de la altura específica de la TH sin marcar con Ub. 
Finalizada la corrida, se transfirió los geles a una membrana de PVDF. Las membranas 
se incubaron y revelaron contra TH tal y como fuera descripto anteriormente (sección 
3.6). Las placas obtenidas fueron cuantificadas por densitometría, previo escaneo de 
las mismas, empleando la herramienta de geles del Software ImageJ y cuantificando 
la totalidad de marca visible por encima de 60 kDa (peso aproximado de la TH).  
Los resultados se expresan como TH-Ub en porcentaje vs. Control+LCRa ± 
SEM. 
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Figura 16: Esquema de la inmunoprecitpitación de Proteínas marcadas con Ubiquitina. Las Proteínas 
(P) presentes en la muestra fueron incubadas con un anticuerpo anti Ubiquitina (Ub). Las proteínas 
así reconocidas se precipitaron por la interacción con partículas de A/G Agarosa.. Luego se lavó y se 
separó las P-Ub de los complejos. Se preparó las muestras así obtenidas para posterior siembra en un 
gel de poliacrilamida y revelado contra TH. 
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 3.10 Evaluación por microscopía confocal de la expresión de ETRs y de la TH 
Con el fin de corroborar la expresión de receptores de ETs y TH se obtuvieron 
imágenes en un microscopio confocal ZEISS de superresolución (Zeiss LSM 510 
Upright Confocal) de cortes de BOs HA y HP. Para este fin, gracias a la sensibilidad 
que aporta este tipo de microscopía, y aprovechando que el epitope que reconocen los 
anticuerpos anti ET-A y anti ET-B son intracelulares, se midieron si existe 
colocalización entre los receptores de ETs y la TH para poder evaluar la posible 
modulación directa de la TH por parte de las ETs a nivel central.  
Animales DOCA-Sal y controles, luego de las 5 semanas de tratamiento fueron 
anestesiadas con uretano (1 g / Kg, IP). Una vez dormidas se les expuso el corazón y, 
por medio de una aguja mariposa colocada en el ventrículo izquierdo se procedió a 
infundir al animal. Primero se perfundió con 150 ml de buffer fosfato 0,01 M PBS 
heparinizado (0,137 M NaCl, 2,7 mM KCl, 0,1 M Na2HPO4, 2 mM KH2PO4; Heparina 
1UI/ml) a un flujo de 20 ml/minuto. Posteriormente se infundió con 350 ml de solución 
de fijación (PBS + p-Formaldehído, PAF, 4%). Los primeros 120 ml se pasaron a un 
flujo de 20 ml/minuto, mientras que el restante volumen se infundió por gravedad. Las 
soluciones empleadas fueron siempre preparadas el día anterior. Durante la perfusión 
se utilizaron el color de las fosas nasales, extremidades e hígado, así como las 
fasciculaciones de los músculos, como controles de la perfusión. 
Luego de perfundir las ratas, se las decapitó y se les abrió la calota. Se extrajo 
el cerebro de los animales con sumo cuidado tratando de no lesionar ni de separar los 
BOs del resto de la masa encefálica, y cortando el par de cintillas ópticas previo a la 
remoción completa del cerebro, a fin de evitar remover junto con ellas el Núcleo 
Supraóptico. Se continuó con la fijación de los cerebros pos-perfusión colocándolos 
en viales con PAF 4% durante 3 horas a 4°C. Posteriormente, se continuó con la 
criopreservación de los tejidos en solución de Sacarosa al 15% en PBS. Luego de 
descender los cerebros al fondo del vial en dicha solución, se los pasó a una solución 
de Sacarosa al 30% en PBS. Los tejidos así preparados fueron apropiadamente 
empaquetados y enviados a EEUU para ser analizados por microscopía confocal en el 
laboratorio del Dr. Javier Stern (Department of Physiology, School of Medicine, 
Augusta University) en el marco de una beca Fulbright-Bunge Born.  
Una vez recibidos los cerebros, éstos fueron secados en papel Kimwipe® y 
reservados en papel de aluminio en un freezer de -80°C hasta su criosección.  
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En un criostato (Leica CM 3050 S) a -20°C se realizaron cortes coronales de 
los cerebros, reservándose los slices correspondientes a las áreas de interés. Los cortes 
fueron colocados en placas multiwell (de 6 pocillos para los cortes de regiones 
hipotalámicas y de 24 para los BOS) conteniendo PBS y fueron conservados a 4°C 
hasta su uso.  
Los cortes a incubar fueron elegidos siempre de a pares (normotenso e 
hipertenso) y renombrados con un código, a fines trabajar a doble ciego. Los tejidos 
seleccionados fueron bloqueados (Suero Normal de Caballo al 10% en PBS-TritónX 
0,3%), incubados con los anticuerpos primarios (Tabla 7) y lavados con PBS (3 veces 
de 5 minutos cada una) en viales de 2 ml. Los cortes se mantuvieron todo el tiempo a 
temperatura ambiente y en agitación orbital. Como máximo se colocaron hasta 8 cortes 
por vial. En el mismo tubo se incubaron cortes del animal CONTROL y del DOCA-
Sal para evitar diferencias en la tinción por cuestiones técnicas. Se diferenció de qué 
animal provenía cada corte porque, previo a la incubación, a un cerebro del par se le 
efectuó un corte recto eliminando la corteza dorsal. Posteriormente se incubaron los 
cortes con anticuerpos secundarios (Tabla 8) y luego se lavaron con PBS (3 lavados 
de 15 minutos cada uno). Desde la incubación con el anticuerpo secundario se mantuvo 
los tubos al abrigo de la luz en todo momento. Se montó entonces los cortes en 
portaobjetos gelatinizados, colocando hasta 4 cortes por vidrio (todos correspondientes 
al mismo animal), y empleando como medio de montaje Vectashield (Vectashield 
Antifade Mounting Medium, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), el cual 
también protegió la fluorescencia de las tinciones. Las imágenes fueron adquiridas en 
un microscopio confocal, dentro del Facility de Cell Imaging, perteneciente a la 
Universidad de Augusta, GA, EEUU. Se empleó un miscroscopio ZEISS (Zeiss LSM 
510 Upright Confocal) de superresolución que contaba con los siguientes láseres: 
 Argon 458nm, 477nm, 488nm, 514nm 
 HeNe 561nm 
 Diode 405nm 
 HeNe 633nm 
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Los lentes que se encontraban disponibles eran: 
 5x - Plan-Apochromat(dry)- NA 0.16 
 10x - Ec Plan-Neofluar(dry)- NA 0.3 
 25x - LC Plan-Neofluar(oil)- NA 0.8 
 40x - Ec Plan-Neofluar(oil)- NA 1.3 
 63x - Plan-Apochromat(oil)- NA 1.4 
 100x - Plan-Apochromat(oil)- NA 1.4 
 
Para obtener las imágenes se emplearon los láseres de Diodo, Argón, HeNe 
(561nm) y HeNe (633nm) y el objetivo de 25x en todos los casos. Todas las imágenes 
correspondientes a los cortes de los Hipotálamos se tomaron con un paso en z de 1,5 
µm, adquiriéndose 8 imágenes de cada una y un zoom óptico de 0,7. Para el caso de 
los BOs, se adquirieron fotos con un paso en z de 1,5 µm, por un total de 8 imágenes, 
siendo el total del corte fotografiado de 10 µm. Se obtuvieron imágenes a zoom óptico 
de x1 de la zona glomerular. Del campo así fotografiado, se eligió un área 
periglomerular para adquirir imágenes a zoom óptico x2,5. 
Dentro del corte que contenía el HA, se fotografió el área hipotalámica anterior 
(AHA), la cual se ubicó en la zona lateral al núcleo preóptico medial y superior a la 
decusación de las cintillas ópticas. Dentro del HP, se adquirieron las imágenes del área 
ubicada en la región ventral y ventrolateral al tercer ventrículo, dorsal a la decusación 
supramamilar, es decir, al área hipotalámica posterior (AHP). En los BOs, se localizó 
y fotografió la región más externa, lateral, correspondiente a las capas: ONL, GL y 
una pequeña porción de la EPL.  
 
Tabla 7: Incubaciones con anticuerpo primario según tejido empleado.  
 
Tejido Anticuerpo Especie Dilución* Incubación 
HIPOTÁLAMO 
Anti ET-A Conejo 1:500 18-20 hs en 
agitación Anti TH Ratón 1:10.000 
Anti ETB Conejo 1:500 18-20 hs en 
agitación Anti TH Ratón 1:10.000 
BULBO 
OLFATORIO 
Anti ET-A Conejo 1:500 18-20 hs en 
agitación Anti TH Ratón 1:10.000 
Anti ETB Conejo 1:500 18-20 hs en 
agitación Anti TH Ratón 1:10.000 
*Todas las diluciones de anticuerpo preparado se realizaron en PBS TritónX 0,3%. 
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Tabla 8: Incubaciones con anticuerpo primario según tejido empleado.  
 
Tejido Anticuerpo 
Fluoróforo 
conjugado 
Anticuerpo 
reconocido 
Dilución* Incubación 
HIPOTÁLAMO 
Anti Conejo Alexa 488 Anti ET-A 1:250 4 hs en 
agitación y al 
abrigo de la 
luz 
Anti Ratón Alexa 594 Anti TH 1:250 
DAPI   1:20.000 
Últimos 5’de 
la incubación 
Anti Conejo Alexa 488 Anti ETB 1:250 4 hs en 
agitación y al 
abrigo de la 
luz 
Anti Ratón Alexa 594 Anti TH 1:250 
 DAPI   1:20.000 
Últimos 5’de 
la incubación 
BULBO 
OLFATORIO 
Anti Conejo Alexa 488 Anti ET-A 1:250 4 hs en 
agitación y al 
abrigo de la 
luz 
Anti Ratón Alexa 594 Anti TH 1:250 
DAPI   1:20.000 
Últimos 5’de 
la incubación 
Anti Conejo Alexa 488 Anti ETB 1:250 4 hs en 
agitación y al 
abrigo de la 
luz 
Anti Ratón Alexa 594 Anti TH 1:250 
 DAPI   1:20.000 
Últimos 5’de 
la incubación 
*Todas las diluciones de anticuerpo preparado se realizaron en PBS TritónX 0,3%. 
 Las imágenes así obtenidas se analizaron empleando el software ImageJ. Para 
la determinación de la colocalización se empleó un Plugin específico para tal fin, que 
cuantifica el área con doble marcación por medio de un algoritmo considerando el 
fondo de cada imagen. 
 
    3.11 Análisis estadístico 
El análisis estadístico se realizó empleando el Graph-Pad Prism 5.0, 
constantando luego los resultados con el Infostat 2016. 
Los resultados se expresan, en todos los casos, como media ± SEM.  
La expresión de los receptores analizada por western blot se realizó mediante 
un t test no pareado, aplicando la corrección de Welch cuando las varianzas entre los 
tratamientos fueron diferentes. El mismo tipo de análisis se realizó en las imágenes de 
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fluorescencia obtenidas en el AHA y AHP, comparando DOCA-Sal contra el control 
normotenso. Respecto de los BOs, se hizo el mismo análisis respecto de la expresión 
entre hipertensos y normotensos a nivel del centro del glomérulo y en la zona 
periglomerular. Así mismo se evaluó, para el mismo tratamiento, la variación de la 
expresión según la región.  
Los gráficos de los parámetros hemodinámicos de los protocolos 1 y 3 se 
analizaron mediante un t test no pareado, comparando los efectos de la droga versus la 
administración de LCRa, tanto para animales normotensos como para animales 
hipertensos. Para el caso del protocolo 2 en particular, se hizo un ANOVA de un factor, 
con postest de Bonferroni.  
Los resultados de actividad de proteasoma también se analizaron empleando 
un t test no pareado, aplicando la corrección de Welch. 
Para el resto de los experimentos se realizaron ANOVA de un factor, con 
postest de Bonferroni. 
Además, en los casos donde se realizó t test y se observó diferente varianza 
entre las variables se aplicó la corrección de Welch.  
Se consideraron valores estadísticamente significativos valores de p iguales o 
menores de 0,05. 
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 Si tenemos en cuenta que los objetivos de la presente tesis se centran en abordar 
los efectos de la administración central de agonistas o antagonistas específicos para 
los receptores de ETs, resulta entonces crucial comprender el estado del sistema 
endotelinérgico en las regiones cerebrales de interés, tanto en animales controles como 
en las ratas DOCA-Sal. Este es un punto central ya que no hay trabajos que permitan 
definir como se encuentran los niveles y la distribución de los receptores de ETs en las 
diferentes áreas del SNC. Es por esto que, inicialmente, nos propusimos determinar 
los niveles de receptores ET-A y ET-B, así como la distribución y su posible 
colocalización en neuronas TH positivas dentro de las regiones estudiadas en este 
trabajo. Una vez definido aquello, nos planteamos dilucidar de qué manera el sistema 
endotelinérgico central regula diferentes parámetros hemodinámicos (PA y FC) y la 
actividad y expresión de la TH como marcador de la transmisión catecolaminérgica.  
 
     4.1 Expresión de receptores de ETs 
 Con la intención de definir el estado del sistema endotelinérgico en animales 
normotensos versus hipertensos DOCA-Sal, nos orientamos hacia la determinación de 
las cantidades de receptores expresados en BOs, HA e HP. Como ya se mencionó 
previamente, se encuentran descriptos y caracterizados en bibliografía dos tipos de 
receptores para las ETs, el ET-A y el ET-B (clásicos GPCRs acoplados a diferentes 
proteínas G). Éstos pueden determinarse con anticuerpos específicos mediante la 
técnica de western blot, o bien, por técnicas de microscopía. 
 
      4.1.1 Expresión de variantes funcionales de receptores de ETs  
 Las cantidades de receptores presentes en un tejido pueden cuantificarse 
mediante la técnica de western blot. Una de las ventajas que presenta este tipo de 
metodología es que permite discriminar los pesos moleculares de las marcas que se 
observan y cuantifican en las placas. Esto reviste particular importancia en el caso de 
los receptores de ETs ya que existen variantes de splicing que pueden diferenciarse 
según sus pesos y que se caracterizan según su funcionalidad. 
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Para esta determinación entonces, se extrajeron rápidamente y en frío, los BOs, 
HA e HP de animales sacrificados por decapitación. Los tejidos fueron luego 
procesados según se detalló en la sección 3.6 de Materiales y Métodos. 
 
4.1.1.1 Hipotálamos 
En el HA de las ratas de experimentación, los niveles de expresión de 
la forma nativa funcional del receptor ET-A, normalizado con su propio control 
de carga, no presentaron diferencias estadísticamente significativas entre los 
animales normotensos y los hipertensos del modelo DOCA-Sal. Para el caso 
del receptor ET-B se observó una disminución de 28,5% que no resultó 
estadísticamente significativa. Si bien, pareciera ser que al animal hipertenso 
expresa menos ET-B, la misma carece de validez estadística (Figura 17).  
Por su parte, en el HP, encontramos que la expresión de la forma 
funcional del receptor ET-A se encontraba incrementada en los animales 
DOCA-Sal comparados con los controles normotensos (100,0% ± 11,5 y 
135,0% ± 5,1, para Control y DOCA-Sal respectivamente, p<0,05). El receptor 
ET-B, en cambio, no mostró variaciones significativas entre ratas normotensas 
e hipertensas (Figura 18). 
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Figura 17: Niveles de receptores de endotelinas ET-A y ET-B en Hipotálamo Anterior de animales 
normotensos (Control) e hipertensos (DOCA-Sal) determinados por western blot. Número de animales: 
5-7 
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Figura 18: Niveles de receptores de endotelinas ET-A y ET-B en Hipotálamo Posterior de animales 
normotensos (Control) e hipertensos (DOCA-Sal) determinados por western blot, * p<0,05 vs. Control. 
Número de animales: 5-7 
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4.1.1.2 Bulbos Olfatorios 
En los BOs observamos que los animales hipertensos DOCA-Sal 
presentan mayor expresión de ET-A que los normotensos (100,0% ± 9,4 y 
139,9% ± 16,9, para Control y DOCA-Sal respectivamente, p<0,05). Por el 
contrario, para el caso del receptor ET-B, se obtuvo una disminución en la 
expresión del mismo (100,0% ± 14,2 y 63,4% ± 8,6, para normotensos e 
hipertensos respectivamente, p<0,05) (Figura 19).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19: Niveles de receptores de endotelinas ET-A y ET-B en El Bulbo Olfatorio de animales 
normotensos (Control) e hipertensos (DOCA-Sal) determinados por western blot, * p<0,05 vs. Control. 
Número de animales: 5-7 
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4.1.2 Determinación de receptores de ETs, TH y colocalización de 
ambas proteínas por microscopía confocal. 
Otra forma de cuantificar, y así mismo, de evaluar la distribución de los 
receptores en un tejido, es mediante técnicas de microscopía. Con este propósito, se 
adquirieron imágenes de inmunofluorescencia en un microscopio confocal. El 
protocolo empleado, así como la combinación de anticuerpos, se detalló previamente 
en la sección 3.10 de Materiales y Métodos. De esta manera, no solo se obtuvieron 
imágenes que mostraron los sitios inmunorreactivos y las cantidades de antígeno 
presente en el corte, sino que además se logró determinar la distribución y 
colocalización gracias al poder de resolución espacial que presenta este tipo de 
microscopía. 
4.1.2.1 Hipotálamos 
4.1.2.1.1 ET-A – TH - DAPI 
Cortes coronales correspondientes al AHA y al AHP fueron 
elegidos para la incubación con anticuerpos. Las áreas estudiadas se 
ubicaron en el tejido siguiendo las coordenadas y las fotos orientativas 
presentes en el Atlas “The rat brain in stereotaxic coordinates, by 
Paxinos and Watson” (214). Se fotografió entonces, la zona lateral al 
núcleo preóptico medial y superior a la decusación de las cintillas 
ópticas, correspondiente al AHA; y la región ubicada ventral y 
ventrolateral al tercer ventrículo, dorsal a la decusación supramamilar, 
es decir al AHP.  
Las imágenes así adquiridas mostraron que la cantidad y 
distribución del ET-A a nivel del AHA no resultaron diferentes en 
animales normotensos de hipertensos (intensidad por campo: 392.058 
ua ± 74.025 vs 682.898 ua ± 216.892; % área inmunoreactiva: 2,2% ± 
0,4 vs 4,7% ± 1,5, para Control y DOCA-Sal respectivamente, ns) 
(Figura 20 A). Lo mismo se observó, para el caso de la TH, respecto de 
la intensidad total (341.766 ua ± 71.718 vs 340.267 ua ± 92.936, 
normotenso e hipertenso respectivamente, ns) y del % de área positiva 
(1,8% ± 0,4 vs 2,4% ± 0,5, para Control vs DOCA-Sal respectivamente, 
ns) (Figura 20 A). Por otra parte, al determinar la colocalización del 
receptor ET-A con la TH, se observó un incremento en el área positiva 
para ambas marcas dentro del campo correspondiente al AHA de ratas 
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DOCA sal (0,0085% ± 0,0026 vs 0,037% ± 0,011, para normotenso e 
hipertenso respectivamente, p<0,05) (Figura 20 B). (Figura 20 B). En 
la Figura 21 se muestran imágenes representativas correspondientes al 
AHA. 
Los resultados obtenidos por microscopía en el AHP fueron 
concordantes con lo observado en los estudios de western blot para el 
caso del ET-A. En este sentido, la cantidad de marca total observada 
por campo y el % de área positiva fueron mayores en los cortes de ratas 
DOCA-Sal (712.336 ua ± 81.734 vs 1,1 x 106 ua ± 179.908, normotenso 
vs hipertenso respectivamente, p<0,05; control: 3,5% ± 0,6 vs control: 
6,8% ± 1,3, p<0,05) (Figura 22 A). Respecto de la señal obtenida para 
con el anticuerpo anti-TH, no se observaron cambios en los animales 
hipertensos. En los cortes de las ratas DOCA-Sal pareciera haber mayor 
intensidad total de TH, pero el resultado no fue significativo (Figura 22 
A). Lo mismo ocurrió para la colocalización ET-A/TH, en la que el % 
de área colocalizada resultó no significativas, aunque haya existido 
cierta tendencia al incremento (Figura 22 B). En la Figura 23 se 
muestran imágenes representativas correspondientes al AHP. 
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Figura 20: Niveles de receptores de endotelinas ET-A y Tirosina Hidroxilasa (TH) en Área 
Hipotalámica Anterior de animales normotensos (Control) e hipertensos (DOCA-Sal) determinados 
por inmunofluorescencia y colocalización de las proteínas por campo. A. Intensidad de marca 
promedio por píxel en el campo, intensidad total por campo y porcentaje de área inmunoreactiva de 
ET-A y TH. B. Porcentaje de área con colocalización por campo. C. Esquema representativo del corte 
empleado. En rojo se demuestra el área fotografiada. (Modificado de Watson y Paxinos) * p<0,05 vs 
Control. Número de animales:5 
 
 
HIPOTÁLAMO ANTERIOR 
 72 
 
Resultados 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21: Imágenes representativas correspondientes a los niveles de receptores de endotelinas ET-
A y Tirosina Hidroxilasa (TH) en el Área Hipotalámica Anterior. En verde se observa la marca de 
ET-A, en rojo TH y en violeta núcleos teñidos con DAPI. En el último cuadrante se muestra la 
composición de los tres canales (MERGE). Escala: 100µm 
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Figura 22: Niveles de receptores de endotelinas ET-A y Tirosina Hidroxilasa (TH) en Área 
Hipotalámica Posterior de animales normotensos (Control) e hipertensos (DOCA-Sal) determinados 
por inmunofluorescencia y colocalización de las proteínas por campo. A. Intensidad de marca 
promedio por píxel en el campo, intensidad total por campo y porcentaje de área inmunoreactiva de 
ET-A y TH. B. Porcentaje de área con colocalización por campo. C. Esquema representativo del corte 
empleado. En rojo se demuestra el área fotografiada. (Modificado de Watson y Paxinos) *p<0,05 vs 
Control. Número de animales:5 
 
 
 
 
HIPOTÁLAMO POSTERIOR 
 74 
 
Resultados 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23: Imágenes representativas correspondientes a los niveles de receptores de endotelinas ET-A 
y Tirosina Hidroxilasa (TH) en el Área Hipotalámica Posterior. En verde se observa la marca de ET-
A, en rojo TH y en violeta núcleos teñidos con DAPI. En el último cuadrante se muestra la composición 
de los tres canales (MERGE). Escala: 100µm 
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4.1.2.1.2 ET-B – TH – DAPI 
Cuando se evaluó la expresión del receptor ET-B en el AHA, 
observamos igual intensidad de marca y distribución de la misma, tanto en 
animales normotensos como hipertensos (1,1 x 106 ua ± 376.272 vs 1,1 x 106 
ua ± 231.827; y 5,2% ± 1,4 vs 5,0% ±0,7, para Control y DOCA-Sal 
respectivamente, ns) (Figura 24 A). Por otra parte, en estas imágenes al 
cuantificar los niveles de TH y la distribución de ésta, nuevamente no difirieron 
en el AHA de ratas normotensas e hipertensas (639.727 ua ± 106492 vs 607836 
ua ± 114.000 y 7,0% ± 0,6 vs 6,1% ± 0,8; en intensidad de señal y área 
inmunoreactiva, para Control y DOCA-Sal respectivamente, ns) (Figura 24 A). 
Finalmente, respecto de la colocalización, tampoco se observaron diferencias 
en el área doblemente marcada en los cortes fotografiados (0,09% ± 0,02 vs 
0,08% ± 0,01, para Control y DOCA-Sal respectivamente, ns) (Figura 24 B). 
En las imágenes de los cortes correspondientes al AHP observamos que 
los animales hipertensos presentaron las mismas cantidades de receptor ET-B 
que los controles. Sin embargo, el receptor parece estar más ampliamente 
distribuido en el AHP de ratas DOCA-Sal, aunque no significativamente 
(Figura 26 A). Estos resultados son concordantes con aquellos descriptos 
previamente en la sección 4.1.1.1, donde no se observaron cambios en la 
expresión de ET-B determinadas por western blot. Las cantidades de TH 
halladas, si bien parecieron más elevadas en las ratas DOCA-Sal, no fueron 
estadísticamente diferentes (Figura 26 A). Esta misma tendencia se evidenció 
para la colocalización ET-B/TH (Figura 26 B). 
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Figura 24: Niveles de receptores de endotelinas ET-B y Tirosina Hidroxilasa (TH) en Hipotálamo 
Anterior de animales normotensos Control e hipertensos DOCA-Sal determinados por 
inmunofluorescencia y colocalización de las proteínas por campo. A. Intensidad de marca promedio 
por píxel en el campo, intensidad total por campo y porcentaje de área inmunoreactiva de ET-B y TH. 
B. Porcentaje de área con colocalización por campo. C. Esquema representativo del corte empleado. 
En rojo se demuestra el área fotografiada. (Modificado de Watson y Paxinos). Número de animales:5 
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Figura 25: Niveles de receptores de endotelinas ET-B y Tirosina Hidroxilasa (TH) en Hipotálamo 
Anterior. En verde se observa la marca de ET-B, en rojo TH y en violeta núcleos teñidos con DAPI. 
En el último cuadrante se muestra la composición de los tres canales (MERGE). Escala: 100µm 
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Figura 26: Niveles de receptores de endotelinas ET-B y Tirosina Hidroxilasa (TH) en Área 
Hipotalámica Posterior de animales normotensos (Control) e hipertensos (DOCA-Sal) determinados 
por inmunofluorescencia y colocalización de las proteínas por campo. A. Intensidad de marca 
promedio por píxel en el campo, intensidad total por campo y porcentaje de área inmunoreactiva de 
ET-A y TH. B. Porcentaje de área con colocalización por campo. C. Esquema representativo del corte 
empleado. En rojo se demuestra el área fotografiada. (Modificado de Watson y Paxinos). Número de 
animales: 5 
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Figura 27: Niveles de receptores de endotelinas ET-B y Tirosina Hidroxilasa (TH) en Hipotálamo 
Posterior. En verde se observa la marca para ET-B, en rojo la TH, en violeta los núcleos teñidos con 
DAPI. Al final del cuadrante se muestra el Merge de los tres canales (MERGE). Escala: 100 µm 
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4.1.2.2 Bulbos Olfatorios 
En los BOs el análisis se realizó en la GL. A su vez, para comprender mejor la 
relevancia de los resultados, los mismos se expresan según se trate de la LG 
(determinados por la tinción de DAPI) o bien, de la zona periglomerular (PG). Esta 
distinción la realizamos ya que, como se describe en el trabajo de Nagayama (184), 
los somas TH positivos de la GL se ubican en la periferia del glomérulo, zona que se 
denomina periglomerular, y emiten sus proyecciones hacia la luz de éstos. Las 
especificaciones sobre la realización de los experimentos se describieron en detalle en 
Materiales y Métodos, sección 3.10. 
 
  4.1.2.2.1 ET-A – TH - DAPI 
La TH expresada en los BOs de ratas hipertensas resultó marcadamente 
mayor a la observada en animales normotensos. Esto se puede visualizar en la 
Figura 27 A, donde la intensidad de marca, tanto en la LG como en la zona PG, 
de ratas DOCA-Sal fue mayor respecto de los controles (Control: 40.526 ua ± 
9.209 vs DOCA-Sal: 281.923 ua ± 25.602, p<0,001 para el LG; 
Control:817.103 ua ± 148.417 vs DOCA-Sal: 1,678 x 106 ± 146.560, p<0,001 
en la zona PG). Por otra parte, tanto animales normotensos como hipertensos 
presentaron mayor intensidad de marca en el área por fuera de la LG que dentro 
de ésta (diferencia entre medias: 774.300 ua ± 148.700 y 1.374.000 ua ± 
151.500, para normotensos e hipertensos respectivamente, p<0,001). Además, 
la marca en la LG de las ratas DOCA-Sal se encontró más ampliamente 
distribuida (26,5% ± 3,9 vs 66,9% ± 4,5, normotenso vs hipertenso 
respectivamente, p<0,001), no así en el área PG (Figura 27 A). Por otra parte, 
observamos en los BOs de ratas hipertensas que la cantidad de somas TH 
positivos aumenta en la zona PG, hecho que comprobamos al contabilizarlas 
(25 somas/campo ± 2,9 vs 72 somas/campo ± 3,9 para control y DOCA-Sal 
respectivamente, p<0,001).  
Respecto de la cantidad y distribución de ET-A en los BOs 
encontramos, que en las ratas hipertensas DOCA-Sal, se incrementó la 
expresión en la LG (diferencia entre medias: 140.200 ua ± 45.110, p<0,01). Sin 
embargo, en el área PG, pese a que el estado hipertensivo pareció disminuir la 
expresión del receptor, esta diferencia no resultó estadísticamente significativa. 
Por otra parte, el % de área no se modificó por la hipertensión, sea comparando 
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a nivel glomerular o en la zona fuera de éste. De hecho, la distribución del 
receptor en la rata hipertensa y normotensa siguió el mismo patrón: una menor 
dispersión de la marca por fuera de la LG (p<0,001 en ambos casos) (Figura 
27 A.). Estos resultados parecerían concordar con aquellos mencionados en la 
sección anterior, donde se cuantificó la expresión del receptor por western blot 
Además, se determinó con estas imágenes la colocalización entre ET-
A y TH (Figura 27 B). Los resultados muestran que el % de área de 
colocalización aumentó cerca de 15 veces por el desarrollo de hipertensión en 
la LG (p<0,001), observación que no se reprodujo en el área PG.  
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Figura 28: Niveles de receptores de endotelinas ET-A y Tirosina Hidroxilasa (TH) en Bulbo Olfatorio 
principal de animales normotensos (Control) e hipertensos (DOCA-Sal) determinados por 
inmunofluorescencia y colocalización de las proteínas. A. Intensidad de marca total por región 
glomerular o periglomerular y porcentaje de área inmunoreactiva para cada proteína según región. B. 
Porcentaje de área con colocalización por glomérulo. C. Esquema representativo del corte empleado. 
En rojo se demuestra el área fotografiada. (Modificado de Watson y Paxinos). ** p<0,01 y *** p<0,001 
vs Control de luz glomerular, † p<0,05 y ††† p<0,001 vs DOCA-Sal de luz glomerular, ‡‡‡ p<0,001 
vs Control de área periglomerular. Número de animales: 5 
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Figura 29: Niveles de receptores de endotelinas ET-A y Tirosina Hidroxilasa (TH) en Bulbo Olfatorio. 
En verde se observa la marca para ET-B, en rojo la TH, en violeta los núcleos teñidos con DAPI. Al 
final del cuadrante se muestra la composición de los tres canales. (MERGE) Escala: 50µm. (B y C) 
Las imágenes laterales corresponden a un zoom óptico de 2,8X. Escala: 20 µm 
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  4.1.2.2.2 ET-B – TH - DAPI 
Al analizar las cantidades y distribución de la TH en estas imágenes, 
observamos los mismos resultados y tendencias hallados en la sección anterior 
(4.1.2.2.1), por lo que no detallaremos su explicación (Figura 30 A).  
La expresión del receptor ET-B mostró depender del estado del animal, 
normotenso o hipertenso (Figura 30 A). Así, vimos que pese a que la cantidad 
del receptor expresado no varió entre normotenso e hipertenso, el % de área 
inmunoreactiva fue significativamente menor en la LG de animales hipertensos 
(diferencia entre medias G: 13,9% ± 6,1, p<0,05; y PG: 2,7% ± 1,9, ns). Por 
otra parte, en los animales hipertensos, tanto la intensidad como el % de área, 
mostraron el mismo perfil comparando con el normotenso entre la LG y PG. 
Los controles y DOCA-Sal presentan mayores cantidades de ET-B en la zona 
PG (p<0,05 y p<0,01 respectivamente), y una menor distribución en dicha área 
respecto de la LG (p<0,001 y p<0,01 para Control y DOCA-Sal).  
Respecto de la colocalización ET-B/TH, vimos que el incremento se 
dio a nivel de la LG en las ratas DOCA-Sal (diferencia entre medias: 1,7% ± 
0,7, p<0,05) (Figura 30 B). 
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Figura 30: Niveles de receptores de endotelinas ET-B y Tirosina Hidroxilasa (TH) en Bulbo Olfatorio 
principal de animales normotensos (Control) e hipertensos (DOCA-Sal) determinados por 
inmunofluorescencia y colocalización de las proteínas. A. Intensidad de marca total por región 
glomerular o periglomerular y porcentaje de área inmunoreactiva para cada proteína según región. B. 
Porcentaje de área con colocalización por glomérulo. C. Esquema representativo del corte empleado. 
En rojo se demuestra el área fotografiada. (Modificado de Watson y Paxinos). * p<0,05 ** p<0,01 *** 
p<0,001, vs Control glomerular; †† p<0,01 y ††† p<0,001, vs DOCA-Sal glomerular, ‡ p<0,05 y ‡‡ 
p<0,05, vs Control periglomerular. Número de animales 5 
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Figura 31: Niveles de receptores de endotelinas ET-B y Tirosina Hidroxilasa (TH) en Bulbo Olfatorio. 
En verde se observa la marca para ET-B, en rojo la TH, en violeta los núcleos teñidos con DAPI. Al 
final del cuadrante se muestra la composición de los tres canales (MERGE). Escala: 50 µm. (B y C) 
Las imágenes laterales corresponden a un zoom óptico de 2,8X. Escala: 20 µm 
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4.1.3 Resumen de la expresión de receptores 
A continuación, se presenta una tabla que resume los resultados 
descriptos para la expresión de receptores de ETs, tanto por western blot como 
por inmunofluorescencia, y de TH. También se encuentran los resultados de la 
colocaclización (Tabla 9). 
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Tabla 9: Resumen de resultados correspondientes a la expresión de receptores. N: normotenso, H: 
hipertenso, ~: corresponde a valores que no difieren estadísticamente del Control. El tamaño de la “N” 
indica comparación vs el normotenso. Las flechas hacia arriba o hacia abajo refieren aumentos o 
disminuciones respecto de Control. La cantidad de flechas es proporcional a la diferencia. 
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    4.2 Protocolo 1. Administración aguda de un antagonista ET-A (BQ-610) 
Con el objetivo de determinar los efectos del sistema endotelinérgico endógeno 
central y la implicancia de dicho sistema en el modelo de HTA sal dependiente, 
DOCA-Sal, en primera instancia se evaluaron los efectos de la administración ICV y 
aguda (1 hora), de un antagonista ET-A específico (BQ-610). Los resultados obtenidos 
se comentan a continuación. 
 
4.2.1. Parámetros hemodinámicos 
Para evidenciar los efectos hemodinámicos de la administración ICV de LCRa 
o BQ-610, se registró la PA por el método directo durante 60 minutos luego de la 
inyección de éstos. Los experimentos se realizaron tanto en animales normotensos 
como hipertensos. Los resultados se graficaron como la diferencia de PS, PD, PAM y 
FC respecto del valor basal de cada individuo hallado durante el período de 
estabilización (Figura 32).  
En animales controles, la administración del antagonista específico ET-A 
generó una disminución significativa solo en la PS (diferencia entre medias: -4,2 
mmHg ± 1,4, p<0,05 vs Control+LCRa). En el registro correspondiente a esta variable 
se observó que a partir del minuto 20 de inyectado el BQ-610 las curvas vehículo y 
tratado se encontraron ampliamente distanciadas. En este punto se alcanzó una 
diferencia cercana a los 8 mmHg, la cual se mantuvo hasta el final del registro. Para el 
caso de las curvas correspondientes a PD y PAM, la administración del antagonista no 
indujo cambios significativos, lo que se evidenció con la clara superposición de los 
valores correspondientes a la inyección de LCRa o BQ-610 en ambos casos (diferencia 
entre medias: 0,4 mmHg ± 1,3 y -0,5 mmHg ± 1, no significativa). Por otra parte, la 
FC pareció disminuir por la administración del antagonista ET-A, observándose una 
diferencia máxima de 12 lpm al minuto 20 del registro. Sin embargo, pese a esta caída, 
las curvas no resultaron estadísticamente significativas (Figura 32). 
Para el caso de ratas DOCA-Sal, la inyección del antagonista produjo una 
disminución importante de la PS. Ya desde el minuto 20 esta diferencia fue 
significativa (diferencia de 12,3 mmHg, p<0,05 vs DOCA-Sal+LCRa). En los 
siguientes 10 minutos la caída se hizo máxima (18,4 mmHg p<0,001 vs DOCA-
Sal+LCRa). Las curvas continuaron siendo diferentes en los minutos 40 y 50 del 
registro (disminuciones de 15,7 mmHg y 11,8 mmHg, p<0,01 y p<0,05 
respectivamente vs DOCA-Sal con vehículo). En resumen, la administración del BQ-
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610 generó un decremento de la PS muy significativo (diferencia entre medias: -7,8 
mmHg ± 1,8, p<0.001 vs DOCA-Sal+LCRa). Por su parte, la administración del 
antagonista ET-A en el animal hipertenso no indujo modificaciones significativas de 
las PD o PAM (diferencia máxima al minuto 20: 3,3 mmHg y 5,8 mmHg de 
disminución para la PD y PAM, respectivamente, ns). La FC presentó un patrón de 
respuesta similar al observado en la PS con la administración de BQ-610, obteniéndose 
una clara diferencia entre las curvas (diferencia entre medias: -8,9 lpm ± 2,0, p<0,001 
vs DOCA-Sal+LCRa), siendo máxima la diferencia en el minuto 40 (20,6 lpm) (Figura 
32). 
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Figura 32: Parámetros hemodinámicos de animales normotensos e hipertensos a los que, según 
protocolo 1, se les administró en el ventrículo lateral LCRa o antagonista ET-A (BQ-610), 1 µl (20 µM) 
en 1 minuto. Los minutos negativos corresponden a la estabilización del animal, mientras que en el 
minuto 0 se procedió a inyectar la sustancia en el ventrículo lateral. Las significatividades colocadas 
en los puntos de los registros corresponden a la relevancia estadística de esos minutos en particular. 
Los símbolos colocados al final de las curvas, de mayor tamaño que los anteriores, corresponden a la 
comparación del área bajo la curva. * p<0,05 vs Control+LCRa; † p<0,05, †† p<0,01, ††† p<0,001 vs 
DOCA-Sal+LCRa. Número de experimentos: 13-19 
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4.2.2 Hipotálamos 
Considerando la importancia del hipotálamo en la regulación de la homeostasis 
de un individuo, y que el objetivo principal del trabajo consiste en dilucidar el papel 
de las ETs centrales en la regulación de la fisiología cardiovascular contemplando 
posibles interacciones con el sistema catecolaminérgico, planteamos evaluar el estado 
de la TH, enzima reguladora clave en la síntesis de CAs, tanto a nivel del HA y del 
HP, conocidas áreas simpatoinhibitoria y simpatoexitatoria, respectivamente.   
 
4.2.2.1 Actividad de la TH. 
Tal como se mencionó con anterioridad, un aspecto importante a 
considerar para conocer el estado del sistema catecolaminérgico consiste en 
determinar la actividad de la TH en el área de interés. Para esto, se extrajeron 
los HA e HP rápidamente luego de decapitar animales normotensos e 
hipertensos tratados con LCRa o con BQ-610 durante una hora. Las muestras 
fueron procesadas y empleadas para la determinación de la actividad específica 
de la TH, tal como se detalló en la sección 3.5 de Materiales y Métodos.  
Los resultados obtenidos muestran que, en el HA de ratas hipertensas, 
no se observaron cambios estadísticamente significativos a nivel de la actividad 
de la TH respecto de los animales normotensos. Estos hallazgos son 
consistentes con resultados ya vistos en nuestro laboratorio. La actividad 
determinada en el HA de animales controles o hipertensos DOCA-Sal tratados 
con BQ-610 no resultó estadísticamente significativa respecto de sus controles 
normotensos o hipertensos, respectivamente (Figura 33). 
Por su parte, en el HP observamos que los animales hipertensos 
presentaron una mayor actividad de la TH con respecto a los animales 
normotensos (129,7% ± 8,9, p<0,001 vs Control+LCRa). Estos resultados son 
consistentes con resultados ya publicados por nuestro laboratorio (2). En ratas 
normotensas, la administración ICV de BQ-610 durante una hora no indujo 
cambios significativos en la actividad de TH respecto de su correspondiente 
control. Sin embargo, la administración del antagonista en animales 
hipertensos produjo una significativa reducción en la actividad la TH llegando 
a valores que no difieren de los controles normotensos o tratados con BQ-610 
(Figura 34). 
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Figura 33: Actividad de la Tirosina Hidroxilasa (TH) en Hipotálamo Anterior de animales normotensos 
e hipertensos a los que, según protocolo 1, se les administró en el ventrículo lateral del cerebro LCRa 
o antagonista ET-A (BQ-610). Todas las administraciones se realizaron ICV (1µl en 1 minuto). Los 
tejidos se extrajeron y trataron según lo descripto en Materiales y Métodos. Número de animales: 10-
13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34: Actividad de la Tirosina Hidroxilasa (TH) en Hipotálamo Posterior de animales 
normotensos e hipertensos a los que, según protocolo 1, se les administró en el ventrículo lateral del 
cerebro LCRa o antagonista ET-A (BQ-610). Todas las administraciones se realizaron ICV (1µl en 1 
minuto). Los tejidos se extrajeron y trataron según lo descripto en Materiales y Métodos. *** p<0,001 
vs Control+LCRa; ††† p<0,001 vs DOCA-Sal+LCRa. Número de animales: 10-13 
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4.2.2.2 Determinación de niveles totales y fosforilados de TH. 
Profundizando el análisis de la TH, nos propusimos evaluar las 
cantidades de enzima por western blot. Para esto, ratas controles y DOCA-Sal, 
luego de finalizado el registro de presión, fueron sacrificadas y sus HA e HP, 
fueron homogeneizados para posterior uso. Luego, se cuantificaron las 
proteínas y se separaron en un gel SDS-PAGE. Posteriormente se transfirieron 
e incubaron con anticuerpos específicos. Finalmente se cuantificó, normalizó 
con su respectivo control de carga (β-Actina) y expresó el resultado como 
porcentaje vs Control+LCRa (Ver Materiales y Métodos, sección 3.6). 
 
i. TH total 
Se evaluaron las cantidades totales de TH expresadas en el HA y 
en animales hipertensos observamos una leve disminución, no 
significativa, en las cantidades de enzima (85,5% ± 5,1, ns vs 
Control+LCRa) (Figura 35). Este efecto propio de la hipertensión, 
reduciendo levemente los niveles proteicos de la TH, es una 
observación que ya habíamos realizado previamente en nuestro 
laboratorio. La administración ICV del antagonista no generó 
variaciones en los niveles de enzima expresados al comprarlos con los 
respectivos vehículos (103,8% ± 7,2 y 84,1% ± 11,3, Control+BQ-610 
y DOCA-Sal+BQ-610 respectivamente, ns) (Figura 35). 
En el HP, los resultados permiten observar que el tratamiento 
DOCA-Sal produjo un incremento significativo en la expresión proteica 
de la enzima (158,6% ± 16,7, p<0,01 vs Control+LCRa) (Figura 36). 
De la misma manera que se mencionó anteriormente, éstas 
modificaciones provocadas por el modelo hipertensivo tienen correlato 
con observaciones ya publicadas por nuestro laboratorio (2). La 
administración ICV del bloqueante ET-A no indujo variaciones en los 
niveles totales de la TH tanto en los animales normotensos como 
hipertensos (Figura 36). 
 
ii. TH-PSer19 
Las cantidades de TH-PSer19 halladas en las muestras del HA de 
ratas hipertensas DOCA-Sal+LCRa pareció ser menor que las 
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presentadas por las ratas Control+LCRa, aunque no significativamente 
(71,6% ± 16,6, ns vs Control+LCRa) (Figura 35). Estos datos 
concuerdan con resultados previamente obtenidos en el laboratorio. Por 
otra parte, la administración del bloqueante ET-A en los animales 
normotensos produjo un aumento de las cantidades de TH-PSer19 
(120,0% ±7,8, p<0,05 vs Control+LCRa), mientras que no se 
observaron cambios en las ratas hipertensas al comparar los valores de 
su propio control (Figura 35). 
El HP de animales hipertensos DOCA-Sal mostró tener mayores 
cantidades de enzima fosforilada en esta posición que los controles 
normotensos (151,9% ± 12,1, p< 0,01 vs Control+LCRa) (Figura 36). 
Resultados similares, con la misma tendencia, ya habían sido 
demostrados en el laboratorio (2). El bloqueo del receptor ET-A en ratas 
normotensas no generó cambios en las cantidades de TH-PSer19 
(88,7% ±13,1, ns vs Control+LCRa). Sin embargo, en animales 
hipertensos, el BQ-610 disminuyó significativamente los niveles de 
enzima fosforilada en esta posición, observándose valores que no 
diferían de los del Control+LCRa (Figura 36).  
 
iii. TH-PSer31 
Los niveles de TH-PSer31 que se obtuvieron en las muestras del 
HA de ratas hipertensas DOCA-Sal+LCRa fue levemente menor que 
las de ratas Control+LCRa, sin llegar a ser estadísticamente 
significativos (78,3% ± 8,0, ns vs. Control+LCRa) (Figura 35). 
Nuevamente, estos datos son similares a resultados previos del 
laboratorio. El tratamiento in vivo con el antagonista ET-A no produjo 
modificaciones estadísticamente significativas respecto de la 
administración de vehículo. Esto se observó tanto para animales 
normotensos como hipertensos (Figura 35). 
Para el caso de los valores de TH fosforilada en posición 31 en HP, 
encontramos que ni la hipertensión en sí, ni la administración del 
antagonista ET-A indujo modificaciones estadísticamente 
significativas. (Figura 36).  
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iv. TH-PSer40 
Por su parte, la fosforilación a nivel de la Ser40 en la TH, en el HA 
no presentó variaciones estadísticamente significativas entre los 
animales normotensos e hipertensos (Figura 35). En esta región 
hipotalámica, la inyección de BQ-610 en el ventrículo lateral del 
cerebro tampoco indujo modificaciones significativas comparada con 
la administración de vehículo en la presencia de TH-PSer40 (Figura 
35).  
Al analizar qué sucede con las cantidades de TH-PSer40 a nivel del 
HP, se observó que los valores presentes en ratas DOCA-Sal+LCRa son 
mayores que los hallados en ratas normotensas (146,3% ± 19,6, p<0,01 
vs Control+LCRa) (Figura 36), siendo estos resultados similares a los 
obtenidos previamente en nuestro laboratorio. En cuanto a los efectos 
de la administración aguda del antagonista ET-A, observamos que, si 
bien éste no indujo modificaciones estadísticamente significativas en 
los animales normotensa, sí disminuyó la TH-PSer40 en los DOCA-Sal 
hasta valores similares a los hallados en ratas Control+LCRa (Figura 
36). 
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Figura 35: Niveles proteicos de Tirosina Hidroxilasa (TH) y de sus formas fosforiladas determinadas 
por western blot en Hipotálamo Anterior. Los resultados corresponden al tratamiento de animales 
normotensos e hipertensos con LCRa o con el antagonista ET-A (BQ-610) administrados en el 
ventrículo lateral según el protocolo 1. Todas las inyecciones se realizaron vía ICV (1µl en 1 minuto). 
* p<0,05 vs Control+LCRa; ** p<0,01 vs Control+LCRa. Número de animales: 9 
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Figura 36: Niveles proteicos de Tirosina Hidroxilasa (TH) y de sus formas fosforiladas determinadas 
por western blot en Hipotálamo Posterior. Los resultados corresponden al tratamiento de animales 
normotensos e hipertensos con LCRa o con el antagonista ET-A (BQ-610) administrados en el 
ventrículo lateral según el protocolo 1. Todas las inyecciones se realizaron vía ICV (1µl en 1 minuto). 
* p<0,05 vs Control+LCRa; ** p<0,01 vs Control+LCRa; † p<0,05 vs DOCA-Sal+LCRa †† p<0,01 vs 
DOCA-Sal+LCRa. Número de animales: 9 
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4.2.2.3 Cuantificación de ARNm de TH. 
Teniendo en cuenta que el mensajero de TH es un gen de respuesta 
media a rápida, hallándose respuesta en sus valores a los 20 minutos de 
realizado el estímulo (72, 127, 193, 264), quisimos evaluar también qué sucedía 
con éste parámetro en nuestros protocolos experimentales. Para esto, se 
extrajeron los HA e HP rápidamente luego de decapitar animales normotensos 
e hipertensos con los diferentes tratamientos. Las muestras fueron procesadas 
y empleadas para la determinación de los niveles de ARNm de TH y de Actina 
empleando los primers y ciclados en una PCR-Real Time semi-cuantitativa tal 
como fuera descripto en Materiales y Métodos, sección 3.7. 
Como puede observarse en la Figura 37, en el HA de animales DOCA-
Sal tratados con vehículo, las cantidades de mensajero correspondiente a la TH 
no resultaron diferentes a las halladas en ratas controles normotensos. Lo 
mismo se observó en los animales (normotensos y DOCA-Sal) infundidos con 
BQ-610 vía ICV (Figura 37). 
Por su parte, al determinar las cantidades de ARNm de TH en el HP, 
observamos primeramente un incremento en los animales DOCA-Sal 
comparada con la normotensa (148,2% ± 20,1, p<0,05 vs Control+LCRa) 
(Figura 38). Sin embargo, al administrar el antagonista específico ET-A este 
aumento se vió abolido, presentando los animales DOCA-Sal+BQ-610 niveles 
de ARNm comparables con los de ratas normotensas (Figura 38). Por su parte, 
la administración ICV de BQ-610 en ratas controles produjo una disminución 
que no resulto se significativa (Figura 38). 
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Figura 37: Niveles de ARNm de Tirosina Hidroxilasa (TH) en Hipotálamo Anterior de animales 
normotensos e hipertensos. (A.) Los resultados corresponden al tratamiento de animales normotensos 
e hipertensos con LCRa o con el antagonista ET-A (BQ-610) administrados en el ventrículo lateral 
según el protocolo 1. Todas las inyecciones se realizaron vía ICV (1µl en 1 minuto). (B.) Ejemplos del 
ciclado y curvas de T melting para la TH y Actina. Curva de TH: y= (-2,938) x+27,236; 
eficiencia=1,19; R2=0,991. Curva Actina: y= (-3,180) x+20,370; eficiencia=1,06; R2=0,996. Número 
de animales Número de animales: 8-10 
 
 
  
 
Figura 38: Niveles de ARNm de Tirosina Hidroxilasa (TH) en Hipotálamo Posterior de animales 
normotensos e hipertensos. Los resultados corresponden al tratamiento de animales normotensos e 
hipertensos con LCRa o con el antagonista ET-A (BQ-610) administrados en el ventrículo lateral según 
protocolo 1. Todas las inyecciones se realizaron vía ICV (1µl en 1 minuto). (B.) Ejemplos del ciclado 
y curvas de T melting para la TH y Actina. Curva de TH: y= (-2,938) x+27,236; eficiencia=1,19; 
R2=0,99. Curva Actina: y= (-3,180) x+20,370; eficiencia=1,06; R2=0,99. * p<0,05 vs Control+LCRa. 
Número de animales: 8-10 
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4.2.3 Bulbos Olfatorios 
Con el fin de evaluar la posible implicancia de las ETs centrales en la 
modulación de la transmisión catecolaminérgica en el BO se procedió a caracterizar a 
la TH en dicho tejido.  
 
4.2.3.1 Actividad de la TH. 
  Luego de realizar el protocolo correspondiente, los BOs se extrajeron 
y fueron sometidos a los tratamientos correspondientes para evaluar la 
actividad de TH según lo descripto en materiales y métodos.  
Los resultados obtenidos muestran que los animales hipertensos 
DOCA-Sal con vehículo se caracterizaron por presentar mayores niveles de 
actividad de TH que los normotensos con idéntico tratamiento (132,9% ± 9,1, 
p<0,001 vs Control+LCRa) (Figura 39). Estos datos son coherentes con 
resultados obtenidos previamente en el laboratorio (3). El tratamiento con el 
bloqueante ET-A inyectado ICV a ratas controles, no produjo cambios en la 
actividad de la TH de los BO (Figura 39). Sin embargo, los resultados en ratas 
hipertensas DOCA-Sal muestran que la inyección central del BQ-610 
disminuyó la actividad de la TH a valores similares de los hallados en animales 
Controles con LCRa (Figura 39). 
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Figura 39: Actividad de la Tirosina Hidroxilasa (TH) en Bulbos Olfatorios de animales normotensos 
e hipertensos a los que, según protocolo 1, se les administró en el ventrículo lateral del cerebro LCRa 
o antagonista ET-A (BQ-610). Todas las administraciones se realizaron ICV (1µl en 1 minuto). Los 
tejidos se extrajeron y trataron según lo descripto en Materiales y Métodos. *** p<0,001 vs 
Control+LCRa; †† p<0,001 vs DOCA-Sal+LCRa. Número de animales: 5-7 
 
4.2.3.2 Determinación de niveles totales y fosforilados de TH. 
Estas determinaciones se llevaron a cabo según lo descripto de la 
sección 3.6 de materiales y métodos.  
 
i. TH total. 
Respecto de las cantidades totales de enzima en los BOs, los 
resultados muestran que los animales DOCA-Sal+LCRa presentaron 
mayores niveles que las ratas normotensas con vehículo (137,95%, 
p<0,001 vs Control+LCRa) (Figura 40). Estos resultados reproducen 
tendencias ya vistas y publicadas en nuestro laboratorio (3).  
Por su parte el tratamiento con BQ-610 no modificó los niveles 
totales de la enzima en las ratas controles (Figura 40). Sin embargo, 
sorpresivamente, al comparar los efectos de la administración del 
antagonista ET-A sobre los niveles de TH en ratas del modelo DOCA-
Sal, se observó que el tratamiento disminuyó la cantidad total de la 
enzima respecto de su control hipertenso (Figura 40). Este fue un 
hallazgo inesperado, fundamentalmente debido al poco tiempo de 
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exposición al antagonista. Estos resultados llevaron a programar el 
Protocolo 2 con el objeto de explicar los mismos. 
 
ii. TH-PSer19 
La determinación de los niveles TH-PSer19 muestra que los BOs 
extraídos de animales DOCA-Sal+LCRa presentaron mayores 
cantidades que los hallados en controles con vehículo (167,1%, p<0.05 
vs Control+LCRa) (Figura 40), coincidiendo con lo descripto en nuestro 
laboratorio (3). 
El tratamiento con BQ-610 en animales normotensos no produjo 
modificaciones significativas (Figura 40). Por su parte, la TH-PSer19 
de animales DOCA-Sal expuestos al antagonista ET-A cayó a niveles 
similares a los observados en BOs de ratas normotensas (Figura 40). 
 
iii. TH-PSer31 
La cantidad de TH fosforilada en posición 31 en los BOs de animales 
DOCA-Sal inyectados con vehículo fue significativamente mayor que 
en los controles normotensos (165,40%, p<0,01 vs Control+LCRa) 
(Figura 40). Estos resultados también muestran correlato con 
investigaciones previas realizadas por nuestro grupo (3). 
Los BOs de ratas normotensas tratadas con BQ-610 no presentaron 
modificaciones significativas de las halladas en la misma población 
experimental al administrarles (Figura 40). Por el contrario, la cantidad 
de TH-PSer31 que se observó en los BOs de ratas hipertensas, luego de 
haber sido expuestas por 1 hora al antagonista ET-A, se redujo 
significativamente (Figura 40).  
 
iv. TH-PSer40 
Los niveles de fosforilación en la posición Ser40, que dan cuenta de 
un gran incremento en la actividad de la TH (54, 63, 138, 274), fueron 
evaluados también por western blot. La cantidad de enzima fosforilada 
en esta posición fue significativamente mayor en los BOs de ratas 
hipertensas DOCA-Sal que en los animales controles normotensos 
(170,00%, p<0,001 vs Control-LCRa) (Figura 40). Nuevamente, los 
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resultados en este aspecto se condicen con lo observado previamente en 
nuestro laboratorio (3). 
Por su parte, los BOs de ratas normotensas tratadas con BQ-610 
presentaron las mismas cantidades de TH-PSer40 que los controles 
normotensos sin tratamiento (105,70%, ns Control+LCRa) (Figura 40). 
Sin embargo, la cantidad de TH-PSer40 en BOs de ratas hipertensas 
disminuyó significativamente al tratarse los animales con el antagonista 
ET-A (76,75%, p<0,001 vs DOCA-Sal+LCRa) (Figura 40). Un dato 
interesante es que la reducción en los niveles de la enzima fosforilada 
en Ser40 de animales hipertensos tratados con BQ-610 disminuyó de 
manera significativa respecto de los normotensos no tratados (p<0,05 
vs. Control+LCRa) (Figura 40). 
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Figura 40: Niveles proteicos de Tirosina Hidroxilasa (TH) y de sus formas fosforiladas determinadas 
por western blot en Bulbos Olfatorios. Los resultados corresponden al tratamiento de animales 
normotensos e hipertensos con LCRa o con el antagonista ET-A (BQ-610) administrados en el 
ventrículo lateral según el protocolo 1. Todas las inyecciones se realizaron vía ICV (1µl en 1 minuto). 
* p<0,05 vs Control+LCRa; ** p<0,01 vs Control+LCRa; *** p<0,001 vs Control+LCRa; †† p<0,01 vs 
DOCA-Sal+LCRa; ††† p<0,001 vs DOCA-Sal+LCRa. Número de animales: 5-6  
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4.2.3.3 Cuantificación del ARNm de TH. 
 Dentro de lo que es la evaluación integral de la TH, también 
consideramos la cuantificación de los niveles de ARNm de la enzima en las 
diferentes regiones estudiadas. En este caso los BOs se obtuvieron y fueron 
tratados según lo descripto de la sección materiales y métodos. 
Cuando se comparan los niveles de mensajero de TH en ratas 
Control+LCRa con ratas DOCA-Sal+LCRa, observamos que los animales 
hipertensos presentaron mayores cantidades de ARNm TH respecto de los 
normotensos (130,35% ± 4,4, p<0,05 vs Control+LCRa) (Figura 41). 
Por su parte, cuando se evaluó los efectos del bloqueo del receptor ET-
A sobre los niveles del ARNm de TH se observó que en los animales 
normotensos se encontraban disminuidos (53,72% ± 15,0, p<0,05 vs 
Control+LCRa) (Figura 41). En este mismo sentido, los BOs provenientes de 
animales hipertensos tratados con BQ-610, presentaron también una 
disminución en las cantidades de mensajero. Ésta caída fue tan marcada, que 
en algunos casos resultó indetectable (25,30% ± 5,4, p<0,001 vs DOCA-
Sal+LCRa y p<0,01 vs Control+LCRa) (Figura 41).  
 
 
 
 
 
 
 
 107 
 
Resultados 
Figura 41: Mensajero de Tirosina Hidroxilasa (TH). (A)Niveles de ARNm de TH en Bulbos olfatorios 
de animales normotensos e hipertensos. Los resultados corresponden al tratamiento de animales 
normotensos e hipertensos con LCRa o con el antagonista ET-A (BQ-610) administrados en el 
ventrículo lateral según el protocolo 1. Todas las inyecciones se realizaron vía ICV (1µl en 1 minuto). 
(B) Curva de TH: y= (-2,937) x+24,363 ef=1,19 R2=0,986. Curva de Actina: y= (-3,750) x+17,826 
ef=0,85 R2=0,997 * p<0,05 vs Control+LCRa; ** p<0,01 vs Control+LCRa; ††† p<0,001 vs DOCA-
Sal+LCRa. Número de animales: 4-6 
 
4.2.4 Resumen del Protocolo 1 
A continuación, se presenta una tabla que resume los resultados descriptos para 
el Protocolo 1 (Tabla 10). 
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Tabla 10: Resumen de resultados correspondientes al protocolo 1. N: normotenso, H: hipertenso, ~: 
corresponde a valores que no difieren estadísticamente del Control+LCRa. Las flechas hacia arriba o 
hacia abajo indican aumentos o disminuciones respecto de Control+LCRa. La cantidad de flechas es 
proporcional a la diferencia 
 Control DOCA-Sal 
LCRa BQ-610 LCRa BQ-610 
P
A
R
Á
M
E
T
R
O
S
 
H
E
M
O
D
IN
Á
M
IC
O
S
 
PS N ↓ H ↓↓ 
PD N N H H 
PAM N N H H 
FC N N H ↓↓ 
H
IP
O
T
Á
L
A
M
O
 
A
N
T
E
R
IO
R
 
Actividad TH 100% ~ ~ ~ 
TH-PSer19 100% ~ ~ ~ 
TH-PSer31 100% ~ ~ ~ 
TH-PSer40 100% ~ ~ ~ 
TH total 100% ~ ~ ~ 
TH ARNm 100% ~ ~ ~ 
H
IP
O
T
Á
L
A
M
O
 
P
O
S
T
E
R
IO
R
 
Actividad TH 100% ~ ↑ ~ 
TH-PSer19 100% ~ ↑↑ ~ 
TH-PSer31 100% ~ ~ ~ 
TH-PSer40 100% ~ ↑↑ ~ 
TH total 100% ~ ↑↑ ↑ 
TH ARNm 100% ~ ↑ ~ 
B
U
L
B
O
S
 
O
L
F
A
T
O
R
IO
S
 
Actividad TH 100% ~ ↑ ~ 
TH-PSer19 100% ~ ↑↑↑ ~ 
TH-PSer31 100% ~ ↑↑↑ ~ 
TH-PSer40 100% ~ ↑↑↑ ↓ 
TH total 100% ~ ↑↑ ~ 
TH ARNm 100% ↓ ↑ ↓↓ 
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    4.3 Protocolo 2. Evaluación de la implicancia del proteasoma empleando un 
inhibidor (MG-132) 
Para comprobar si la disminución de la cantidad total de TH a nivel del BO se 
debió a un incremento en la degradación de la enzima, producto del freno en la 
estimulación endotelinérgica por la inhibición del receptor ET-A, se propuso entonces 
evaluar el efecto de administrar un inhibidor del proteasoma. Tal y como se mencionó 
previamente en la introducción, esta ruta es la más importante en la degradación de la 
TH de la célula. Para esto se eligió trabajar con MG-132, un conocido inhibidor 
reversible de la subunidad 20S, permeable a la célula, ampliamente utilizado en 
bibliografía en cultivos celulares y en experimentos tanto ex vivo como in vivo (130, 
169). 
 
4.3.1 Parámetros hemodinámicos 
Se estudió el posible papel del proteasoma en la respuesta al bloqueo del 
receptor ET-A central en el ajuste y regulación de los parámetros hemodinámicos, 
empleando los métodos descriptos en Materiales y Métodos, sección 3.3. Se 
registraron así, la PA y la FC por 60 minutos luego de la administración de MG-132, 
BQ-610, una combinación de ambos o de vehículo (LCRa) en animales controles 
normotensos e hipertensos DOCA-Sal.  
En animales normotensos, la administración del inhibidor del proteasoma, no 
indujo cambios significativos en el comportamiento de la PS, PD, PAM o FC vs 
controles normotensos (Figura 42). Vimos así que, el perfil de las cuatro curvas 
correspondientes a la inyección de MG-132 resultó muy similar al obtenido por la 
administración de vehículo. Cabe destacar que sólo en el caso de la PAM, la presencia 
del MG-132 indujo un leve incremento en dichos valores (diferencia máxima con 
LCRa: 4,7 mmHg en el minuto 50), mostrando entonces cierta tendencia al aumento 
en la presión, aunque esto no resultó estadísticamente significativo. Por otra parte, la 
inyección de MG-132 10 minutos antes del BQ-610 previno la caída en la PS 
previamente descripta (Figura 42). En este sentido, las curvas resultaron diferentes 
estadísticamente (p<0,01 vs. DOCA-Sal+BQ-610). La máxima diferencia se observó 
al minuto 30, siendo la PS de animales Control+MG-132+BQ-610 11,7 mmHg más 
elevada que la de animales Control+BQ-610 (p<0,05). Por otra parte, observamos que 
la curva Control+MG-123+BQ-610 no difiere de la Control+LCRa. En este caso en 
particular sólo observamos una variación máxima de 4,2 mmHg, que no llegó a ser 
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significativa. Comparando la curva Control+MG-132+BQ-610 con la Control+MG-
132, si bien se evidenció cierta oscilación, los cambios tampoco resultaron 
importantes. Como se mencionó con anterioridad, la PD no mostró variaciones 
relevantes ante la administración del MG-132, solo o co-administrado con el 
antagonista ET-A. La PAM no presentó cambios significativos versus la 
administración de LCRa, aunque sí presentó ciertas tendencias. En este aspecto, la 
administración de MG-132 indujo un leve incremento de la PAM (diferencia máxima 
de 4,8 mmHg vs LCRa al minuto 30), que se mantuvo hasta los 40 minutos. Por otra 
parte, la curva correspondiente a Control+MG-132+BQ-610 mostró, al inicio del 
registro, un perfil muy similar a la Control+BQ-610, especialmente en los primeros 20 
minutos de administrado el antagonista. Sin embargo, al final de la curva, éstas se 
distanciaron, alcanzando a los 60 minutos un incremento de la PAM no significativo 
(10,4 mmHg) para el caso del tratamiento Control+MQ-132+BQ-610. Por último, la 
FC, ante los tratamientos Control+MG-132 y Control+MG-132+BQ-610, pareció ser 
mayor a la hallada por la administración de BQ-610, aunque dichas diferencias no 
resultaron significativas (Figura 42).  
Las ratas hipertensas DOCA-Sal mostraron un comportamiento similar ante la 
inyección del inhibidor del proteasoma. Para el caso de la PS, la sola administración 
de MG-132 evidenció una leve disminución de este parámetro especialmente al minuto 
30 (10,6 mmHg vs DOCA-Sal+LCRa). Sin embargo, esta respuesta se invirtió hacia 
el final del registro, donde se observó un incremento de 6,9 mmHg por encima del 
vehículo, que no resultó significativo. Por su parte, el tratamiento DOCA-Sal+MG-
132+BQ-610 mostró un perfil similar al DOCA-Sal+BQ-610, aunque algo atenuado. 
En este sentido, la curva pareció seguir el mismo formato, aunque con 10 minutos de 
retardo respecto al DOCA-Sal con sólo antagonista. El tratamiento DOCA-Sal+BQ-
610 indujo una máxima disminución, versus DOCA-Sal+LCRa, de la PS al minuto 30 
(18,4 mmHg, p<0,001), mientras que en el tratamiento DOCA-Sal+MG-132+BQ-610, 
el valle se observó al minuto 40 (diferencia de 13,5 mmHg vs DOCA-Sal+LCRa). Es 
justamente a los 30 minutos de inyectado el BQ-610 donde se vio que la presencia del 
MG-132 previno la disminución del antagonista, una reducción no significativa de 7,9 
mmHg. Finalmente, resultó llamativo el incremento de la PS, al final del registro, 
donde el valor final de ratas hipertensas tratadas con MG-132 y BQ-610, pareció ser 
mayor al observado ante la administración de vehículo (9,2 mmHg). Tal y como se 
evidenció en el protocolo 1, la administración de BQ-610 en animales hipertensos 
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disminuyó la PS (diferencia entre medias: 7,8mmHg ± 1,8, p<0,001 vs DOCA-
Sal+LCRa), siendo significativos los valores individuales de los minutos 20, 30 y 40 
(p<0,05, p<0,001 y p<0,01 respectivamente). Respecto de la PD, la inyección de MG-
132 no indujo modificaciones estadísticamente significativas, aunque sí se evidenció 
cierto incremento versus la administración de vehículo (máxima diferencia al minuto 
50 de 4,7 mmHg). La inyección conjunta de MG-132 y BQ-610 produjo una oscilación 
similar en la PD, pareciendo generar un incremento de la presión al final del registro 
(2,2 mmHg por encima de LCRa a los 60 minutos). Comparando esta curva con la 
obtenida por la sola inyección del antagonista ET-A, observamos que todo el registro 
de la PD resultó mayor en el DOCA-Sal+MG-132+BQ-610 (p<0,05 vs DOCA-
Sal+BQ-610), siendo esta diferencia máxima al minuto 60. Por otra parte, la PAM de 
ratas hipertensas tratadas con el inhibidor del proteasoma no presentó variaciones 
estadísticamente significativas al compararla con la inyección de vehículo, aunque en 
todo momento pareció ser mayor a los valores hallados en ratas DOCA-Sal+BQ-610. 
Este parámetro, tendió a disminuir, no significativamente, ante la administración del 
antagonista ET-A, especialmente al minuto 20 de inyectado el antagonista. El 
tratamiento con MG-132 10 minutos antes de la inyección con BQ-610 generó una 
reversión de dicho comportamiento en lo que a PAM respecta (p<0,05 vs DOCA-
Sal+BQ-610). Así, este protocolo no solo evitó la leve caída de la PAM (siguiendo un 
patrón de respuesta similar al de DOCA-Sal+MG-132), sino que la elevó hacia el final 
del registro. En este sentido, al minuto 60, la PAM de DOCA-Sal+MG132+BQ-610 
resultó mayor a la de animales hipertensos con BQ-610 y con LCRa (10,4 mmHg, 
p<0,05 y 9,3, p<0,05, vs DOCA-Sal+BQ-610 y DOCA-Sal+LCRa, respectivamente). 
Finalmente, la FC pareció incrementarse por encima de los valores hallados en 
animales hipertensos tratados con vehículo al administrarles MG-132 (ns). Por su 
parte, el antagonista mostró cierta tendencia a disminuir la FC comparada con la 
administración de LCRa. Para el caso de los animales tratados con MG-132 y BQ-610, 
si bien no se evidenciaron cambios significativos vs LCRa o BQ-610, sí la curva 
mostró una caída respecto del tratamiento con el inhibidor de proteasoma solo (p<0,05) 
(Figura 42). 
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Figura 42: Parámetros hemodinámicos de animales normotensos e hipertensos a los que, según 
protocolo 2, se les administró en el ventrículo lateral LCRa, inhibidor de proteasoma (MG-132 20 µM, 
1µl 1 minuto), antagonista ET-A (BQ-610 20 µM, 1 µl, 1 minuto), o MG-132 seguido 10 minutos 
después de BQ-610. Los minutos negativos corresponden a la estabilización del animal, en el minuto -
10 se inyectó el MG-132 y en el minuto 0 el BQ-610. Las significatividades colocadas en los puntos de 
los registros corresponden a la relevancia estadística de esos minutos en particular. Los símbolos al 
final de las curvas, de mayor tamaño, corresponden a la comparación del área bajo la curva. ** p<0,01 
vs Control+LCRa; & p<0,05, && p<0,01 vs Control+BQ-610; † p<0,05, †† p<0,01, ††† p<0,001 vs 
DOCA-Sal+LCRa; ‡ p<0,05 vs DOCA-Sal+BQ-610; # p<0,05 vs DOCA-Sal+MG-132. Número de 
animales: 13-18 
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4.3.2 Bulbos Olfatorios 
Considerando la disminución observada en la expresión proteica de TH total a 
nivel del BO por el bloqueo del receptor central ET-A, nos propusimos evaluar la 
implicancia del SUP en dicha respuesta. Con este fin, analizamos los efectos de 
administrar MG-132 previo al BQ-610 en los BOs de animales normotensos e 
hipertensos.  
4.3.2.1 Actividad de Proteasoma 
En una primera instancia, antes de considerar los efectos de la 
administración central conjunta de MG-132 con BQ-610 en los niveles de TH, 
nos propusimos determinar si, efectivamente, el MG-132 administrado en el 
ventrículo lateral alcanzaba la zona del BO, inhibiendo el proteasoma presente 
en esta región. Para esto se evaluó la actividad del proteasoma por medio de un 
sustrato que, al ser clivado por la subunidad 20S, emitía fluorescencia. 
La administración ICV de MG-132 probó disminuir en la misma 
proporción la actividad del proteasoma del BO en animales normotensos e 
hipertensos. De esta manera se validó el protocolo experimental, comprobando 
la llegada del inhibidor al área en cuestión (Figura 43).  
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Figura 43: Actividad de Proteasoma determinada en Bulbos Olfatorios de animales normotensos e 
hipertensos a los que, según protocolo 2, se les inyectó en el ventrículo lateral LCRa o inhibidor de 
proteasoma (MG-132). Todas las inyecciones fueron de 1µl en 1 minuto. ** p<0,01 vs Control+LCRa; 
†† p<0,01 vs DOCA-Sal+LCRa. Número de animales: 4 
 
4.3.2.2 Actividad de TH 
Teniendo en cuenta la modulación, directa o indirecta, de la actividad 
de la TH en el BO por parte de las ETs centrales, y la posible implicancia del 
proteasoma en la respuesta evocada ante el bloqueo del estímulo 
endotelinérgico, evaluamos el estado de actividad de la TH ante la inyección 
de LCRa, MG-132, BQ-610 o una combinación de éstos en animales 
normotensos e hipertensos.  
En estos experimentos encontramos que, en ratas controles, al 
administrar el inhibidor del proteasoma vía ICV, la actividad de la TH se veía 
incrementada (129,60% ± 14,3, p<0,05). La inyección de BQ-610 no indujo 
cambios significativos en la actividad de la TH, tal y como se había observado 
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con anterioridad. La administración conjunta del inhibidor con el antagonista 
tampoco generó cambios en la actividad de la enzima (Figura 44).  
En el caso de los animales hipertensos DOCA-Sal, la inyección del 
inhibidor de proteasoma, por sí mismo, no produjo variaciones significativas 
vs el vehículo, aunque sí mantuvo elevada la actividad vs el Control+LCRa 
(131,44% ± 17,0, p<0,05 vs Control+LCRa). Sin embargo, la inyección previa 
del MG-132 a la de BQ-610 previno la disminución de la actividad de TH 
generada por el solo bloqueo del receptor ET-A (Figura 44).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 44: Actividad de Tirosina Hidroxilasa determinada en los Bulbos Olfatorios de animales 
normotensos e hipertensos a los que, según protocolo 2, se les administró en el ventrículo lateral LCRa, 
inhibidor de proteasoma (MG-132), antagonista ET-A (BQ-610) o una combinación de ambos. Todas 
las inyecciones fueron de 1µl en 1 minuto. * p<0,05 vs Control+LCRa; *** p<0,05 vs Control+LCRa; † 
p<0,05 vs DOCA-Sal+LCRa. Número de animales: 4-6 
 
 
 4.3.2.3 Determinación de niveles totales y fosforilados de TH 
 Para comprobar si efectivamente la administración de un inhibidor de 
proteasoma prevenía la disminución en los niveles proteicos de TH inducidos 
por el antagonista ET-A, se procedió a evaluar los niveles totales y fosforilados 
de TH en el marco del protocolo 2. 
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i. TH total 
Los niveles proteicos de la TH presentes en animales normotensos, 
no se vieron modificados por la administración de BQ-610 o MG-132, 
o incluso por la inyección de ambas (Figura 45).  
En animales hipertensos DOCA-Sal, la inyección de MG-132 vía 
ICV no tuvo efecto per sé. La administración del MG-132 previa a la 
inyección del BQ-610, previno los efectos producidos por el 
antagonista en lo que respecta a niveles de expresión de TH total. Los 
animales DOCA-Sal+MG-132+BQ-610 presentaron mayores 
cantidades de enzima que los DOCA-Sal+BQ-610 y Control+LCRa, y 
menores que los DOCA-Sal+LCRa, aunque estadísticamente éstos no 
difieran entre sí. 
 
ii. TH-PSer19 
Los niveles de TH-PSer19 en animales normotensos se vieron 
incrementados ante la presencia en el medio de un inhibidor de la 
subunidad 20S del proteasoma (134,78% ± 8,5, p<0,05 vs 
Control+LCRa). Sin embargo, el efecto propio del MG-132 se abolió 
ante la inyección seguida de BQ-610. En estos experimentos, los 
niveles medidos de enzima fosforilada en posición 19 volvieron a 
valores que no resultaron diferentes de los hallados en Control+LCRa 
(Figura 45).  
Para el caso de los resultados observados en los animales 
hipertensos, la administración del MG-132 no indujo cambios al 
compararlos con su respectivo control, manteniéndolos elevados 
respecto del tratamiento normotenso con vehículo (134,92% ± 6,4, 
p<0,05 vs Control+LCRa). La exposición central al inhibidor del 
proteasoma, antes de la administración del antagonista ET-A, bloqueó 
totalmente el efecto de éste último (95,97% ± 6,3 para DOCA-Sal+BQ-
610 vs 127,37% ± 8,6 DOCA-Sal+MG-132+BQ-610, p<0,05 vs 
DOCA-SAl+BQ-610). Además, las cantidades de TH-PSer19 que 
fueran diferentes al DOCA-Sal con vehículo por inyección del 
antagonista (p<0,001 vs DOCA-Sal+LCRa), se reviertieron por la 
presencia del MG-132. Incluso al comparar los resultados de DOCA-
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Sal+BQ-610 y DOCA-Sal+MG-132+BQ-610 con los de 
Control+LCRa, observamos que en el animal hipertenso con 
antagonista no posee diferencias significativas en la cantidad de TH 
fosforilada en posición 19 vs el normotenso con vehículo, mientras que 
el tratamiento con las dos drogas mantiene elevados los valores al punto 
tal que no difieren de los hallados en el animal hipertenso con LCRa 
(Figura 45). 
 
iii. TH-PSer31 
Las cantidades de TH-PSer31 en los animales normotensos, no se 
modificaron con ninguno de los tratamientos realizados en el protocolo 
2. Si bien pareciera que la inyección de MG-132 elevó las cantidades 
de TH-PSer31, los resultados no son estadísticamente significativos 
(Figura 45). 
El porcentaje de TH-PSer31 presente en los BOs de animales 
hipertensos DOCA-Sal, sí respondieron a la administración de MG-
132. El inhibidor mostró tener un efecto per sé en los animales 
hipertensos incrementando la cantidad de enzima fosforilada (199,75% 
±10,3 p<0,001 vs Control+LCRa y p<0,01 DOCA-Sal+LCRa). La 
administración del MG-132 previo al BQ-610 retornó la cantidad de 
enzima fosforilada a valores similares a los hallados en los BOs de ratas 
hipertensas tratadas con vehículo. Para este caso entonces, los valores 
se mantuvieron elevados por encima de los correspondientes al 
Control+LCRa y DOCA-Sal+BQ-610. Sin embargo, el BQ-610 al ser 
administrado luego del MG-132, disminuyó la fosforilación en Ser31 
que éste generaba (147,97% ±17,2 p<0,001 vs Control+LCRa; p<0,01 
vs DOCA-Sal+BQ-610; p<0,05 vs DOCA-Sal+MG-132) (Figura 45). 
 
iv. TH-PSer40 
La fosforilación en posición 40 no se vio modificada por la 
presencia del inhibidor de proteasoma en animales normotensos. A 
pesar de esto, se observó una tendencia al incremento como efecto 
propio del inhibidor (Figura 45).  
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En cuanto a los niveles de fosforilación en animales hipertensos, el 
patrón de respuesta observado por el bloqueante ET-A parece ser en 
parte revertido por la presencia del MG-132, aunque los resultados no 
son estadísticamente significativos (Figura 45).  
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Figura 45: Niveles proteicos de Tirosina Hidroxilasa y de sus formas fosforiladas en los Bulbos 
Olfatorios determinadas por western blot. Resultados correspondientes al tratamiento de animales 
normotensos e hipertensos a los que se les administró vía ICV LCRa, inhibidor de proteasoma (MG-
132), antagonista ET-A (BQ-610) o una combinación de ambos. Todas las inyecciones fueron de 1µl 
en 1 minuto. * p<0,05 vs Control+LCRa; ** p<0,01 vs Control+LCRa; *** p<0,001 vs Control+LCRa; 
† p<0,05 vs DOCA-Sal+LCRa; †† p<0,01 vs DOCA-Sal+LCRa; ††† p<0,001 vs DOCA-Sal+LCRa; ‡ 
p<0,05 vs DOCA-Sal+BQ-610; ‡‡ p<0,01 vs DOCA-Sal+BQ-610; # p<0,05 vs DOCA-Sal+MG-132. 
Número de animales: 4-5 
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4.3.2.4 Cuantificación del ARNm de TH. 
Considerando nuevamente la rápida regulación del ARNm de la TH, 
planteamos evaluar los efectos de la administración del inhibidor del 
proteasoma sobre este mecanismo. 
Si analizamos los efectos sobre el TH-ARNm de animales controles 
expuestos a MG-132 y a BQ-610, observamos que la administración del 
inhibidor tiende a incrementar las cantidades de mensajero comparado contra 
el control con vehículo. Sin embargo, los valores solo resultan significativos al 
comparar los tratamientos con el inhibidor de proteasoma contra Control+BQ-
610 (145,1% ± 9,2 y 139,0% ± 28,4; para Control+MG-132 y 
Control+MG132+BQ-610, p<0,05 vs Control+BQ-610) (Figura 46). 
Los animales hipertensos DOCA-Sal no mostraron respuesta per sé a la 
infusión del inhibidor del proteasoma. Por otra parte, la administración de MG-
132 10 minutos antes del BQ-610 produjo un bloqueo completo del efecto 
propio del antagonista, revirtiéndose así la disminución y recuperándose en su 
totalidad los niveles de ARNm de TH (151% ± 30,0, p<0,05 vs Control+LCRa, 
p<0,001 vs DOCA-Sal+BQ-610, ns vs DOCA-Sal+LCRa) (Figura 46). 
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Figura 46: Mensajero de Tirosina Hidroxilasa (TH). (A) Niveles de ARNm de Tirosina Hidroxilasa en 
Bulbos Olfatorios de animales normotensos e hipertensos. Los animales fueron inyectados en el 
ventrículo lateral cerebral con LCRa, inhibidor de proteasoma (MG-132), antagonista ET-A (BQ-610) 
o una combinación de ambos. Todas las inyecciones fueron de 1µl en 1 minuto. (B) Curva de TH:          
y= (-3,124) x+21,844 ef=1,09 R2=0,995. Curva Actina: y= (-3,210) x+17,276 ef=1,05 R2=0,994 * 
p<0,05 vs Control+LCRa; *** p<0,001 vs Control+LCRa; ††† p<0,001 vs DOCA-Sal+LCRa; ‡‡‡ 
p<0,001 vs DOCA-Sal+BQ-610; & p<0,51 vs Control+BQ-610. Número de animales: 4-5 
 
4.3.2.5 TH marcada con Ubiquitina. Co-inmunoprecipitación. 
Para continuar con el análisis de la posible implicancia del SUP en la 
respuesta generada por la administración del bloqueante ET-A, se procedió a 
realizar una co-inmunoprecipitación, marcando primero todas las ubiquitinas 
con un anticuerpo específico, precipitándolas luego con partículas de A/G-
agarosa, y revelando ese enriquecimiento en proteínas ubiquitinizadas con un 
anticuerpo anti-TH (ver Materiales y Métodos, sección 3.9). 
Al realizar esta técnica notamos primeramente en animales 
normotensos que ninguno de los tratamientos indujo diferencias significativas 
en las cantidades de TH marcada para degradación (Figura 47).  
Sin embargo, en animales hipertensos, el tratamiento con BQ-610 
incrementó claramente la cantidad de enzima marcada con Ubiquitina (1,305 
ua ± 0,116, p<0,05 vs Control+LCRa y p<0,05 DOCA-Sal+LCRa), lo que 
podría dar la pauta de una mayor marcación para su degradación. En particular, 
no se cuantificaron, pero es notable el incremento de intensidad en las bandas 
que corresponden a poliubiquitinización correspondientes a este tratamiento. 
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La inyección de MG-132 produjo una leve acumulación de TH-Ub, que no 
llega a ser estadísticamente significativa, pero cuya medida sería proporcional 
a la inhibición de la actividad del proteasoma. La administración conjunta de 
MG-132 y de BQ-610 en animales DOCA-Sal, mostró una disminución que no 
llegó a ser estadísticamente significativa respecto del BQ-610 (Figura 47). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 47: Niveles de Tirosina Hidroxilasa marcada con Ubiquitina en Bulbos Olfatorios de animales 
normotensos e hipertensos. Las ratas fueron inyectadas en el ventrículo lateral con LCRa, inhibidor de 
proteasoma (MG-132), antagonista ET-A (BQ-610) o una combinación de ambos. Todas las 
inyecciones fueron de 1µl en 1 minuto. † p<0,05 vs DOCA-Sal+LCRa. La primera calle de la foto 
corresponde al control no inmunoprecipitado. Número de animales: 4-5 
 
 
 
4.3.3 Resumen del Protocolo 2 
A continuación, se presenta una tabla que resume los resultados descriptos para 
el Protocolo 2 (Tabla 11). 
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Tabla 11: Resumen de resultados correspondientes al protocolo 2. N: normotenso, H: hipertenso, ~: 
corresponde a valores que no difieren estadísticamente del Control+LCRa. Las flechas hacia arriba o 
hacia abajo indican aumentos o disminuciones respecto de Control+LCRa. La cantidad de flechas es 
proporcional a la diferencia. 
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    4.4 Protocolo 3 
Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que los efectos observados 
pueden deberse al mero efecto del bloqueo ET-A, a una potenciación de la respuesta 
ET-B producto del desplazamiento de ET-1 hacia dicho receptor, o bien a una 
combinación de ambos efectos. Para comprobar si la ET-1 se estaba uniendo a los 
receptores ET-B, incrementando la respuesta de dicho receptor producto del 
desplazamiento por bloqueo del ET-A, decidimos administrar un agonista ET-B 
específico (IRL-1620). La inyección se realizó vía ICV, en una dosis de 1 µl en 1 
minuto, sacrificando a los animales para la obtención de tejidos 1 hora más tarde. Los 
procedimientos experimentales se encuentran descriptos en el capítulo Materiales y 
Métodos. 
 
 4.4.1 Parámetros hemodinámicos 
Las variables hemodinámicas evaluadas para estos tratamientos fueron, al igual 
que en los protocolos anteriores, PS, PD, PAM y FC, siempre expresadas como 
diferencia respecto de los valores basales de cada animal obtenidos durante el período 
de estabilización. Los protocolos experimentales seguidos están descriptos en 
Materiales y Métodos, sección 3.3. 
La inyección de IRL-1620 en animales controles, tendió a disminuir la PA, 
aunque no significativamente, respecto del LCRa. Para el caso de la PS, los registros 
con vehículo o agonista resultaron sumamente similares siendo estos valores parecidos 
a los basales correspondientes (Figura 48). La PD y PAM presentaron un 
comportamiento similar, siendo la curva de IRL-1620 siempre menor a la de vehículo. 
En ambos casos, al minuto 40 se presentó una disminución de la presión cercana a los 
8 mmHg que se mantuvo en los 20 minutos restantes (Figura 48). Finalmente, respecto 
de la FC, si bien las curvas parecen oscilar, en sí los valores no son diferentes, sin 
embargo, cabe destacar que al final de la medición se observó una caída significativa 
de la frecuencia de 32,2 lpm comparada con la administración de vehículo (p<0,05 vs 
Control+LCRa) (Figura 48).  
El comportamiento de los parámetros hemodinámicos en animales hipertensos 
resultó similar al observado en ratas controles, aunque mucho más acentuado. La 
administración del IRL-1620 ICV produjo una importante caída de la PS en animales 
DOCA-Sal (diferencia entre las medias -12,8 mmHg ± 2,9, p<0,01 vs DOCA-
Sal+LCRa). A partir del minuto 20, la caída en la PS fue significativa comparada con 
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la administración de vehículo (-16,5 mmHg, -19,3 mmHg, -20,8mmHg, -23,9 mmHg 
y -18,6 mmHg, para los minutos 20, 30, 40, 50 y 60, p<0,01, p<0,001, p<0,001, 
p<0,001 y p<0,01 respectivamente vs DOCA-Sal+IRL-1620) (Figura 48). La PD y la 
PAM presentaron el mismo perfil de respuesta, aunque esta última con una 
disminución más marcada, siendo ambas curvas significativamente diferentes de la 
correspondiente a los controles hipertensos (diferencia entre medias de: -3,3 mmHg ± 
1,2 y -5,2 mmHg ± 1,6, para el caso de PD y PAM respectivamente, p<0,05 vs DOCA-
Sal+IRL-1620) (Figura 48). Para el caso particular de la PD, la diferencia máxima de 
alrededor de 5 mmHg se observó al minuto 30, valor que se mantuvo durante el resto 
del registro. Por otra parte, en la PAM de animales DOCA-Sal+IRL-1620 presentó el 
máximo de caída también a los 30 minutos (-9,3 mmHg, p<0,05 vs DOCA-Sal+LCRa). 
Esta diferencia prácticamente se mantuvo en el resto del registro, aunque la misma fue 
significativa solo hasta los 40 minutos (-8,4 mmHg, p<0,05 vs DOCA-Sal+LCRa) 
(Figura 48). Respecto de la FC, la misma se comportó de manera oscilante luego de la 
inyección del agonista ET-B, no presentando diferencias respecto de la administración 
del vehículo (Figura 48). 
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Figura 48: Parámetros hemodinámicos de animales normotensos e hipertensos a los que, según 
protocolo 3, se les administró en el ventrículo lateral LCRa o agonista específico ET-B (25µM, 1µl 1 
min). Los minutos negativos corresponden a la estabilización del animal mientras que en el minuto 0 
se inyectó la sustancia según tratamiento. Las significatividades colocadas en los puntos de los 
registros corresponden a la relevancia estadística de esos minutos en particular. Los símbolos 
colocados al final de las curvas, de mayor tamaño que los anteriores, corresponden a la comparación 
del área bajo la curva. * p<0,05 vs Control+LCRa; † p<0,05, †† p<0,01, ††† p<0,001 vs DOCA-
Sal+LCRa. Número de animales: 15-17 
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4.4.2 Hipotálamos 
En esta parte de los resultados (Protocolo 3) evaluaremos los efectos del 
agonista específico ET-B (IRL-1620) en la actividad, cantidades totales y fosforiladas 
y niveles de mensajero de la TH.   
 
4.4.2.1 Actividad de la TH. 
Del mismo modo en que se procedió anteriormente para caracterizar a 
la TH, luego de expuestos los animales al agonista específico ET-B o al 
vehículo, se les sacrificó y extrajo muestra para determinar los niveles de 
actividad de la misma según materiales y métodos.  
La actividad de la enzima, tal y como se describió en la sección 4.2.2.1, 
no se vio afectada en los animales hipertensos DOCA-Sal (Figura 49). Así 
mismo, la inyección ICV del agonista ET-B no produjo variaciones 
significativas en la actividad de TH del HA de animales tanto controles como 
hipertensos (Figura 49). 
Para el caso del HP, como observamos con anterioridad, la actividad de 
la enzima se encontró incrementada en los animales hipertensos. La 
administración del agonista vía ICV en estos animales indujo, luego de una 
hora de exposición, una disminución en los niveles de actividad de TH, 
hallándose cifras similares a los del HP de ratas normotensas con vehículo 
(Figura 51). El IRL-1620 no produjo variaciones significativas en los HP de 
animales controles (Figura 51).  
Los resultados obtenidos en el HA y el HP con IRL-1620, reproducen 
los comportamientos previamente observados en los mismos tejidos ante la 
administración del antagonista ET-A, BQ-610. Sin embargo, es llamativo que 
los valores obtenidos para la actividad de la TH en el HA de animales DOCA-
Sal tratados con IRL-1620 resulta mayor que aquella descripta para el 
tratamiento con BQ-610 (diferencia entre medias: 31,2% ± 14,3, p<0,05 vs 
DOCA-Sal+BQ-610) (Figuras 50 y 52) 
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Figura 49: Actividad de la Tirosina Hidroxilasa en el Hipotálamo Anterior de animales normotensos e 
hipertensos a los que, se trató tal y como se menciona para el protocolo 3. Se inyectó a las ratas con 
LCRa o un agonista específico ET-B (IRL-1620 diluido en LCRa) vía ICV.  Todas las inyecciones fueron 
de 1µl en 1 minuto. Número de animales: 6-8. 
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Figura 50: Actividad de la Tirosina Hidroxilasa (TH) en Hipotálamo Anterior de animales normotensos 
e hipertensos. Comparación de los valores hallados entre los tratamientos con BQ-610 (antagonista 
ET-A) y con IRL-1620 (agonista ET-B). $ p<0,05 vs DOCA-Sal+BQ610. Número de animales: 6-10. 
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Figura 51: Actividad de la Tirosina Hidroxilasa (TH) en Hipotálamo Posterior de animales 
normotensos e hipertensos a los que, se trató tal y como se menciona para el protocolo 3. Se inyectó a 
las ratas con LCRa o un agonista específico ET-B (IRL-1620 diluido en LCRa) vía ICV.  Todas las 
inyecciones fueron de 1µl en 1 minuto. *** p<0,001 vs Control+LCRa; †† p<0,01 vs DOCA-Sal+LCRa. 
Número de animales: 6-8 
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Figura 52: Actividad de la Tirosina Hidroxilasa (TH) en Hipotálamo Posterior de animales 
normotensos e hipertensos. Comparación de los valores hallados entre los tratamientos con BQ-610 
antagonista ET-A) y con IRL-1620 (agonista ET-B). Número de animales: 6-10 
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4.4.2.2 Determinación de niveles totales y fosforilados de TH 
Para comprobar el efecto de la administración del agonista ET-B en la 
TH, se procedió a evaluar las cantidades totales y fosforiladas de esta enzima 
por western blot según lo descripto en Materiales y Métodos, sección 3.6. 
 
i. TH total 
Los niveles de TH total presentes en el HA de los animales 
hipertensos, tal como fuera descripto, no resultaron diferentes 
estadísticamente. Se pudo observar, en particular de ratas normotensas 
tratadas con agonista ET-B que éste incrementó los niveles de enzima 
(155,7% ± 11,8, p<0,01 Control+LCRa) (Figura 53). Este mismo 
tratamiento en animales hipertensos no generó cambios en la expresión 
de TH. Al comparar los valores correspondientes a los protocolos 1 y 3 
para los niveles totales de TH en el HA encontramos que el aumento 
inducido por el IRL en animales normotensos es significativo 
comparado con el efecto generado por el BQ-610 (diferencia entre 
medias: 51,9% ± 13,8, p<0,01 vs Control+BQ-610). Siendo que en los 
animales hipertensos ninguna de las drogas indujo efectos, se 
comprende entonces que las medias no difieran entre sí (Figura 54).  
 En los HP de animales hipertensos inyectados con LCRa se 
observó que los niveles totales de enzima fueron mayores respecto de 
los controles normotensos (100,0% ± 5,1 y 147,7% ± 14,3, para 
Control+LCRa y DOCA-Sal+LCRa, respectivamente, p<0,01 vs 
Control+LCRa) (Figura 55). Estos resultados son consistentes con 
valores descriptos previamente en esta tesis. La administración del IRL-
1620 mostró no tener efectos sobre los niveles de TH total tanto en 
controles normotensos como en hipertensos (Figura 55). La respuesta 
mencionada para el tratamiento con IRL-1620 fue similar a la descripta 
previamente por efecto de la administración de BQ-610, hecho que se 
muestra en la Figura 56. En este gráfico se comparan dichos 
tratamientos para animales hipertensos y normotensos (diferencias 
entre medias: 37,7% ± 26,0 y 8,6% ± 41,5 para tratamientos con IRL-
1620 y BQ-610 de ratas normotensas e hipertensas respectivamente, ns) 
(Figura 56). 
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ii. TH-PSer19 
Los niveles de TH-PSer19 en el HA no mostraron diferencias 
significativas entre los controles normotensos y los hipertensos DOCA-
Sal, siendo esto consistente con los resultados previamente mostrados 
en el protocolo 1 (Figura 53). Por otra parte, la administración de IRL-
1620 produjo, tanto en animales normotensos como en hipertensos, una 
disminución que no es estadísticamente significativa (Figura 53). Al 
comparar los resultados obtenidos por la administración del antagonista 
ET-A, descripta previamente, y la del agonista ET-B se observa que en 
animales normotensos, el IRL-1620 disminuyó los niveles de TH-PSer-
19 respecto del efecto del BQ-610 (diferencia entre medias: 39,8% ± 
12,9, p<0,05 vs Control+BQ-610). Sin embargo, los animales 
hipertensos respondieron de igual modo a la administración de ambas 
drogas (Figura 54). 
En el HP, la TH-PSer19 se incrementó en los animales DOCA-Sal 
vs los normotensos, tal como fuera descripto previamente (100,0% ± 
4,2 y 143,9% ± 13,0, para Control+LCRa y DOCA-Sal+LCRa, 
p<0,001) (Figura 55). Por su parte, cuando se analizan los resultados 
producidos por la administración del IRL-1620 observamos un 
comportamiento opuesto entre los HP provenientes de ratas 
normotensas e hipertensas tratadas. Las cantidades de TH-PSer19 
cayeron en animales normotensos tratados con IRL-1620 (44,9% ± 6,8, 
p<0,001 vs Control+LCRa) (Figura 55). Por el contrario, la 
administración ICV del agonista ET-B indujo un incremento en TH-
PSer19 proveniente del HP de ratas hipertensas (257,1% ± 19,3, p<0,01 
y p<0,001 vs Control+LCRa, y DOCA-Sal+LCRa respectivamente) 
(Figura 55). Con el objeto de comparar los resultados obtenidos por los 
protocolos 1 y 3, los mismos se graficaron en la Figura 56. Este análisis 
permitió observar que el BQ-610 y el IRL-1620 tuvieron efectos 
diferentes. Cuando se administró en animales normotensos, el BQ-610 
no tuvo efectos, mientras que el IRL-1620 disminuyó la fosforilación 
en Ser19, sin embargo, la diferencia entre las medias de éstos no resultó 
significativa. Por otra parte, en animales hipertensos el antagonista ET-
A disminuyó los niveles de TH-PSer19, mientras que el agonista ET-B 
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la incrementó. Esto se tradujo en una gran diferencia entre las medias 
de dichas respuestas (diferencia entre medias: 146,9% ± 20,4, p<0,.01 
vs DOCA-Sal+BQ-610) (Figura 56). 
 
iii. TH-PSer31 
Dentro de los resultados obtenidos para la TH-PSer31 en HA, solo 
el tratamiento de normotensos con agonista ET-B presentó un 
incremento significativo (100% ± 1,2, 152,9% ± 7,6, para 
Control+LCRa y Control+IRL-1620 respectivamente, p<0,01). Los 
valores hallados en los animales hipertensos, en ninguno de los casos 
resultaron diferentes del normotenso con vehículo (Figura 53). Por otra 
parte, cuando comparamos los efectos del IRL-1620 con los obtenidos 
previamente con BQ-610, observamos que la respuesta en normotensos 
es diferente, siendo la cantidad de TH fosforilada mayor al tratar con 
IRL-1620 (diferencia entre medias: 50,7% ± 13,4, p<0,01 vs 
Control+BQ-610). Sin embargo, los valores resultaron 
significativamente similares, en la respuesta de animales DOCA-Sal 
(Figura 54).  
Respecto del HP, las cantidades de TH-PSer31 en animales 
hipertensos fueron levemente mayores, aunque no significativamente, 
tal y como se había descripto previamente para el protocolo 1 (Figura 
55). Para el caso de animales normotensos tratados con IRL-1620, los 
valores tampoco resultaron estadísticamente significativos versus la 
administración de vehículo (Figura 55). Los animales hipertensos 
presentaron una importante elevación en las cantidades de la TH-
PSer31 al ser expuestos al agonista ET-B (876,4% ± 77,0, p<0,001 vs 
Control+LCRa y DOCA-Sal+LCRa) (Figura 55). Al comparar los 
resultados entre los protocolos 1 y 3, observamos que los animales 
normotensos presentaron el mismo tipo de comportamiento tanto con 
BQ-610 como con IRL-1620 (Figura 56). Sin embargo, en los animales 
hipertensos, el incremento en la fosforilación generado por la 
administración de IRL-1620 resultó superior a los valores obtenido 
cuando se administró BQ-610, quien no indujo variaciones en las 
cantidades de TH-PSer31. De esta manera, la diferencia entre las 
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medias de ambos tratamientos resultó: 797,8 ± 59,8 (p<0,0001 vs 
DOCA-Sal+BQ-610) (Figura 56).  
 
iv. TH-PSer40 
La fosforilación en posición 40 resultó igual en HA de animales 
normotensos e hipertensos, tal y como se había observado previamente 
en resultados del protocolo 1 (Figura 53). Por su parte, las ratas 
controles no presentaron modificaciones al administrarles ICV el IRL-
1620. Sin embargo, el HA de ratas hipertensas, presentó un incremento 
en los niveles de TH-PSer40 en respuesta al IRL-1620 (212,4% ± 30,0, 
p<0,01 y p<0,05 vs Control+LCRa y DOCA-Sal+LCRa 
respectivamente) (Figura 53). Llamativamente, el efecto observado al 
inyectar el IRL-1620 resultó significativamente mayor al obtenido por 
el BQ-610, tanto en ratas normotensas como hipertensas (diferencia 
entre medias: 42,5% 14,3 p<0,05 y 129,0% ± 30,7 p<0,05 para 
Control+LCRa y DOCA-Sal+LCRa, respectivamente) (Figura 54).  
En cuanto a los niveles de TH-PSer40 en HP observamos que, en 
concordancia con lo descripto previamente, los animales hipertensos 
inyectados con vehículo presentaron mayores valores de TH fosforilada 
en Ser40 que los normotensos tratados del mismo modo (100,0% ± 0,8 
y 162,2% ± 17,5, para Control+LCRa y DOCA-Sal+LCRa, 
respectivamente, p<0,001 vs Control+LCRa) (Figura 55). Por otro lado, 
los animales normotensos no respondieron a la administración de IRL-
1620. Los niveles de TH-PSer40 en HP de animales hipertensos 
DOCA-Sal tampoco se modificaron por la administración del agonista 
(Figura 55). Al comparar los resultados entre los protocolos 1 y 3, 
observamos que debido a que el BQ-610 indujo una disminución sobre 
los niveles de TH-PSer40 de ratas DOCA-Sal y el IRL-1620 no, los 
valores hallados entre éstos tratamientos resultaron estadísticamente 
significativos. Por su parte, los animales controles respondieron de la 
misma manera a la administración de BQ-610 o IRL-1620 (Figura 56).  
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Figura 53: Niveles proteicos de Tirosina Hidroxilasa (TH) y de sus formas s fosforiladas determinadas 
por western blot en Hipotálamo Anterior. Resultados correspondientes al tratamiento de animales 
normotensos e hipertensos con LCRa o con el agonista ET-B (IRL-1620) administrados en el ventrículo 
lateral. Todas las inyecciones se realizaron vía ICV (1µl en 1 minuto). Los tejidos se extrajeron 1 hora 
más tarde al sacrificar los animales. * p<0,05 vs Control+LCRa; †† p<0,01 vs DOCA-Sal+LCRa. 
Número de animales:4-5 
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Figura 54: Niveles proteicos de Tirosina Hidroxilasa (TH) y de sus formas fosforiladas determinadas 
por western blot en Hipotálamo Anterior. Resultados correspondientes a la comparación del 
tratamiento de animales normotensos e hipertensos con el antagonista ET-A (BQ-610) o el agonista 
ET-B (IRL-1620) administrados en el ventrículo lateral. @ p<0,05 vs Control+BQ-610; $ p<0,05 vs 
DOCA-Sal+BQ-610. Número de animales: 5-9. 
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Figura 55: Niveles proteicos de Tirosina Hidroxilasa (TH) y de sus formas s fosforiladas determinadas 
por western blot en Hipotálamo Posterior. Resultados correspondientes al tratamiento de animales 
normotensos e hipertensos con LCRa o con el antagonista ET-A (BQ-610) administrados en el 
ventrículo lateral. Todas las inyecciones se realizaron vía ICV (1µl en 1 minuto). Los tejidos se 
extrajeron 1 hora más tarde al sacrificar los animales * p<0,05 vs Control+LCRa; ** p<0,01 vs 
Control+LCRa, *** p<0,001 vs Control+LCRa, ††† p<0,001 vs DOCA-Sal+LCRa. Número de 
animales: 4-5 
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Figura 56: Niveles proteicos de Tirosina Hidroxilasa (TH) y de sus formas fosforiladas determinadas 
por western blot en Hipotálamo Posterior. Resultados correspondientes a la comparación del 
tratamiento de animales normotensos e hipertensos con el antagonista ET-A (BQ-610) o el agonista 
ET-B (IRL-1620) administrados en el ventrículo lateral @@@ p<0,001 vs Control+BQ-610; $$ p<0,01 
vs DOCA-Sal+BQ-610, $$$ p<0,001 vs DOCA-Sal+BQ-610. Número de animales: 5-9 
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4.4.2.3 Cuantificación de ARNm de TH. 
Nuevamente, luego de expuestos los animales al agonista específico 
ET-B o al vehículo, se les sacrificó y extrajo muestra para determinar los 
niveles de ARNm de TH.  
Para el caso del HA, los animales DOCA-Sal tratados con vehículo no 
mostraron diferencias respecto de los normotensos. Llamativamente, las ratas 
controles presentaron una importante disminución en los niveles de ARNm de 
TH al exponerlos a IRL-1620 durante 1 hora a nivel del HA (50,7% ± 7,1, 
p<0,05 vs Control+LCRa) (Figura 57). Esta reducción producida por el 
agonista ET-B resultó mayor que la respuesta al BQ-610 (diferencia entre 
medias: 32,1% ± 7,5, p<0,05 vs Control+BQ-610) (Figura 58). Sin embargo, el 
tratamiento con el IRL-1620 no indujo cambios significativos en los animales 
hipertensos (Figura 57). 
Por otra parte, el HP de las ratas hipertensas presentó el mismo 
comportamiento que se había descripto con anterioridad, es decir, un 
incremento significativo (148,7% ± 20,8, p<0,05 vs Control+LCRa) (Figura 
59). La administración del agonista ET-B en animales normotensos indujo una 
elevación que no fue estadísticamente significativa en los niveles de ARNm de 
la TH (Figura 59). Lo opuesto ocurrió en los animales hipertensos, en éstos la 
inyección del IRL-1620 disminuyó la expresión del mensajero de TH (78,4% 
±1,6, p<0,01 vs DOCA-Sal+LCRa) (Figura 59). Estos resultados son 
llamativos, ya que, si se los compara con los obtenidos previamente en el 
protocolo 1, puede observarse que la respuesta en el HP al antagonista ET-A o 
al agonista ET-B depende de si el individuo es normotenso o hipertenso. Es así 
que, para el caso de animales controles, éstos responden de forma opuesta al 
BQ-610 y al IRL-1620. El BQ-610 tiende a disminuir los valores de ARNm de 
TH, mientras que el IRL-1620 los eleva (diferencia entre medias: 97,0 ± 13,0, 
p<0,05 vs Control+BQ610) (Figura 60). Por el contrario, en los animales 
hipertensos ambas sustancias presentaron el mismo tipo de comportamiento 
(caída de los valores del ARNm de TH), sin embargo, cabe destacar que la 
disminución producida por el agonista ET-B resultó ser más marcada 
(diferencia de medias: 38,2% ± 7,5, p<0,05 vs DOCA-Sal+BQ-610) (Figura 
60).  
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Figura 57: Mensajero de Tirosina Hidroxilasa (TH). (A) Niveles de ARNm de TH en Hipotálamo 
Anterior de animales normotensos e hipertensos a los que, según protocolo 3, se les administró en el 
ventrículo lateral LCRa o agonista ET-B (IRL-1620). Todas las administraciones se realizaron ICV 
(1µl en 1 minuto). Los tejidos se extrajeron 1 hora más tarde, al sacrificar los animales. (B) Curva de 
TH: y= (-2,938) x+27,236 ef=1,19 R2=0,992. Curva de Actina: y= (-3,180) x+20,370 ef=1,06 
R2=0,990. * p<0,05 vs Control+LCRa Número de animales: 4-5 
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Figura 58: Niveles de ARNm de la Tirosina Hidroxilasa (TH) en Hipotálamo Anterior de animales 
normotensos e hipertensos. Comparación de los valores hallados entre los tratamientos con BQ-610 
(antagonista ET-A) y con IRL-1620 (agonista ET-B). @ p<0,05 vs Control+BQ-610. Número de 
animales: 4-8 
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Figura 59: Mensajero de Tirosina Hidroxilasa (TH). (A) Niveles de ARNm de TH en Hipotálamo 
Posterior de animales normotensos e hipertensos a los que, según protocolo 3, se les administró en el 
ventrículo lateral LCRa o agonista ET-B (IRL-1620). Todas las administraciones se realizaron ICV 
(1µl en 1 minuto). Los tejidos se extrajeron 1 hora más tarde, al sacrificar los animales. (B) Curva de 
TH: y= (-2,938) x+27,236 ef=1,19 R2=0,992. Curva de Actina: y= (-3,180) x+20,370 ef=1,06 
R2=0,990 ** p<0,01 vs Control+LCRa; †† p<0,01 vs DOCA-Sal+LCRa. Número de animales: 4-5  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 60: Niveles de ARNm de la Tirosina Hidroxilasa (TH) en Hipotálamo Posterior de animales 
normotensos e hipertensos. Comparación de los valores hallados entre los tratamientos con BQ-610 
(antagonista ET-A) y con IRL-1620 (agonista ET-B). @ p<0,05 vs Control+BQ-610; $ p<0,05 vs 
DOCA-Sal+BQ-610. Número de animales: 4-8 
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4.4.3 Bulbos Olfatorios 
Del mismo modo en que se explicó con anterioridad, para tratar de dilucidar el 
papel que desempeñan las ETs y el BO en la regulación de la fisiología cardiovascular, 
junto con la interacción que pudiera existir con el sistema catecolaminérgico, se 
procedió a caracterizar a la TH. Esta enzima cataliza el paso limitante en la biosíntesis 
de catecolaminas, de allí su relevancia como marcador de actividad catecolaminérgica.  
 
4.4.3.1 Actividad de la TH. 
Nuevamente evaluamos cómo se encontraba la actividad de la TH en 
los BOs extraídos de animales sometidos, en este caso, al protocolo 3. En este 
sentido comparamos, tanto en animales normotensos como hipertensos, los 
efectos de la administración de un agonista específico ET-B con el propio 
vehículo en el que se hallaba disuelta dicha droga.  
Los niveles de actividad de TH de los BOs de animales normotensos 
tratados con IRL-1620 no presentaron cambios respecto de los controles con 
vehículo (Figura 61). La actividad de la enzima, que se hallaba incrementada 
en ratas hipertensas DOCA-Sal, disminuyó ante la administración ICV del 
agonista ET-B (101,1% ± 4,8, p<0,01 vs DOCA-Sal+LCRa). Los valores 
(Figura 61) observados para los BOs DOCA-Sal+IRL-1620, no fueron 
diferentes de los hallados en BOs de ratas Control+LCRa (Figura 61).  
Al igual que con los hipotálamos, se compararon los resultados 
obtenidos para la administración central de BQ-610 y de IRL-1620 respecto de 
la actividad de la TH en BOs. En ambos casos los animales, fueran controles o 
DOCA-Sal, respondieron de la misma manera al antagonista ET-A que al 
agonista ET-B (Figura 62). 
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Figura 61: Actividad de la Tirosina Hidroxilasa (TH) en el Bulbo Olfatorio de animales normotensos 
e hipertensos a los que, según protocolo 3, se les administró en el ventrículo lateral LCRa o agonista 
ET-B (IRL-1620). Todas las administraciones se realizaron ICV (1µl en 1 minuto). Los tejidos se 
extrajeron 1 hora más tarde, al sacrificar los animales. *** p<0,001 vs Control+LCRa; †† p<0,01 vs 
DOCA-Sal+LCRa. Número de animales: 6-8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 62: Actividad de la Tirosina Hidroxilasa (TH) en Bulbos Olfatorios de animales normotensos e 
hipertensos. Comparación de los valores hallados entre los tratamientos con BQ-610 (antagonista ET-
A) y con IRL-1620 (agonista ET-B). Número de animales: 6-10 
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 4.4.3.2 Determinación de niveles totales y fosforilados de TH 
Tal como se procedió previamente, para continuar dilucidando los 
efectos del IRL-1620, administrado centralmente, en la TH a nivel del BO, se 
evaluaron las cantidades de enzima por western blot. 
 
i. TH total. 
Como se determinó en los protocolos 1 y 2, la TH total de los BOs 
correspondiente a los animales DOCA-Sal fue significativamente 
mayor a los valores observados en los controles normotensos (100,0% 
± 2,1 y 222,5% ± 31,7, para Control+LCRa y DOCA-Sal+LCRa 
respectivamente, p<0,001 vs Control+LCRa) (Figura 63). El IRL-1620, 
si bien tendió a incrementar los niveles de TH total, no tuvo efecto sobre 
los BOs de animales normotensos. Cuando se inyectaron las ratas 
hipertensas DOCA-Sal con el IRL-1620 se observó una importante 
disminución en la expresión de la TH que incluso resultó significativa 
al compararla con los valores de animales normotensos con vehículo 
(51,59% ± 11,2, p<0,05 vs Control+LCRa y p<0,001 vs DOCA-
Sal+LCRa) (Figura 63).  Si se comparan los efectos del BQ-610 y el 
IRL-1620, observamos en los animales normotensos, que los efectos 
del agonista o antagonista del receptor de ETs resultaron diferentes, 
aunque no lo hayan sido al analizarlos versus el vehículo (diferencia 
entre medias: 51,1% ± 18,3, p<0,05 vs Control+BQ-610). Por su parte, 
en BOs de ratas hipertensas, el IRL-1620 probó reducir en mayor 
medida los niveles de la TH que el BQ-610 (diferencia entre medias: 
48,2 ± 13,3, p<0,01 vs DOCA-Sal+BQ-610) (Figura 64). 
 
ii. TH-PSer19 
Las cantidades de TH-PSer19 en los BOs extraídos de animales 
DOCA-Sal con vehículo resultaron mayores que las halladas en controles 
de igual tratamiento, (100,0% ± 9,8 y 153,1% ± 9,4, para Control+LCRa y 
DOCA-Sal+LCRa respectivamente, p<0,05 vs Control+LCRa). Estas 
observaciones son concordantes con resultados ya publicados por el 
laboratorio y con los valores descriptos con anterioridad para los 
protocolos 1 y 2 (Figura 63). El tratamiento con IRL-1620 en animales 
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normotensos indujo un incremento significativo en los niveles de TH 
fosforilada en Serina 19 (211,4% ± 44,4, p<0,001 vs Control+LCRa). Por 
el contrario, los efectos del IRL en animales hipertensos fueron opuestos. 
De esta manera, se observó una caída en las cantidades de TH-PSer-19 
(55,7% ± 2,8, p<0,01 vs DOCA-Sal+LCRa) (Figura 63). Una disminución 
similar la describimos previamente, cuando se estudió el efecto de la 
administración central del BQ-610 (Figura 64). Por otra parte, en animales 
normotensos la administración del agonista ET-B incrementó los niveles 
de TH-PSer19 por encima de lo obtenido con el BQ-610 (diferencia entre 
las medias: 118,4% ± 44,8, p<0,05 vs Control+BQ-610). 
 
iii. TH-PSer31 
Los resultados de TH-PSer31 no mostraron cambios significativos 
en los grupos experimentales normotensos ante la administración de 
vehículo o agonista ET-B (Figura 63). Por otra parte, y al igual que en 
los protocolos 1 y 2, los animales hipertensos mostraron per sé tener 
mayores cantidades de enzima fosforilada en esta posición (137,2% ± 
8,1, p<0,01 vs Control+LCRa). Así mismo, en estos animales el 
agonista ET-B no mostró los niveles de TH-PSer31 (Figura 63). 
Respecto de la comparación entre los efectos del IRL-1620 y el BQ-
610, observamos en la Figura 64 que en los animales normotensos no 
existieron variaciones, sin embargo, en los BOs de animales DOCA-
Sal, como el antagonista ET-A redujo los niveles de TH-PSer31 
significativamente mientras que el IRL-1620 no los modificó, las 
medias entre los valores de dichos tratamientos sí resultaron 
estadísticamente significativas (95,6 ± 23,2, p<0,01 vs DOCA-Sal+BQ-
610) (Figura 64). 
 
       iv. TH-PSer40 
Los niveles de TH-PSer40 presentes en los BOs de animales 
DOCA-Sal tratados con LCRa nuevamente se hallaron incrementados 
respecto de los controles normotensos (100,0% ± 1,1 vs 246,8% ± 16,4, 
para Control+LCRa y DOCA-Sal+LCRa respectivamente, p<0,001 vs 
Control+LCRa) (Figura 63). Por su parte, el IRL-1620 indujo un 
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aumento en la fosforilación de la TH a nivel de la Serina 40 en animales 
normotensos (160,5% ±7,0, p<0,05 vs Control+LCRa). En cambio, las 
ratas DOCA-Sal respondieron de manera opuesta, presentando una 
significativa disminución de los niveles de TH-PSer40 por la 
exposición al agonista ET-B (116,9% ± 11,0, p<0,001 vs DOCA-
Sal+LCRa) (Figura 63). Este decremento fue similar al observado en el 
protocolo 1 ante la administración de BQ-610. Pese a esto, las medias 
entre DOCA-Sal+BQ-610 y DOCA-Sal+IRL-1620 resultaron 
estadísticamente diferentes (diferencia entre medias de 40,2% ± 14,6, 
p<0,05 vs DOCA-Sal+BQ-610) (Figura 64). Para el caso de animales 
normotensos, considerando que el BQ-610 no indujo modificaciones 
mientras que el IRL-1620 incrementó notoriamente las cantidades de 
TH-PSer40, no es de extrañar que las medias entre éstas sean distintas 
de un modo significativo (54,8% ± 10,5, p<0,001 vs Control+BQ-610) 
(Figura 64). 
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Figura 63: Niveles proteicos de Tirosina Hidroxilasa (TH) y de sus formas s fosforiladas en Bulbos 
Olfatorios determinadas por western blot. Resultados correspondientes al protocolo 3, es decir, al 
tratamiento de animales normotensos e hipertensos con LCRa o con el agonista ET-B (IRL-1620) 
administrados en el ventrículo lateral. Faltan significatividades u el Número de animales:4-5 
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Figura 64: Niveles proteicos de Tirosina Hidroxilasa (TH) y de sus formas s fosforiladas determinadas 
por western blot en los Bulbos Olfatorios. Resultados correspondientes a la comparación del 
tratamiento de animales normotensos e hipertensos con el antagonista ET-A (BQ-610) o el agonista 
ET-B (IRL-1620) administrados en el ventrículo lateral. @ p<0,05 vs Control+BQ-610; @@@ 
p<0,001 vs Control+BQ-610; $ p<0,05 vs DOCA-Sal+BQ-610, $$ p<0,01 vs DOCA-Sal+BQ-610. 
Números de animales: 5-10 
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4.4.3.3 Cuantificación de ARNm de TH 
Como se procedió para el protocolo 1, y bajo las mismas 
consideraciones, se determinó los niveles de ARNm de TH para el caso de 
animales normotensos e hipertensos tratados con vehículo o agonista ET-B 
(IRL-1620). 
De la misma manera que se observó anteriormente, los niveles de 
mensajero de animales hipertensos resultaron mayores respecto de los 
normotensos (174,8% ± 11,8, p<0,05 vs Control+LCRa) (Figura 65). Al 
evaluar el efecto del agonista ET-B sobre la expresión del mensajero de TH 
observamos que los animales normotensos no presentaron modificaciones de 
los niveles de TH-ARNm (Figura 65). Por su parte, observamos que los BOs 
de animales hipertensos tratados con IRL-1620, sí respondieron a la droga, 
presentando una disminución en las cantidades de mensajero (94,4% ± 12,9, 
p<0,001 vs DOCA-Sal+LCRa) (Figura 64).  
Si comparamos los resultados obtenidos en el protocolo 3 (IRL-1620) 
con lo descripto en el protocolo 1 (BQ-610), se observa que el efecto de ambas 
drogas resulta similar en animales normotensos (Figura 66). Sin embargo, para 
el caso de los niveles de ARNm de TH determinados en los BOs de ratas 
hipertensas DOCA-Sal, observamos que tanto el antagonista ET-A como el 
agonista ET-B, disminuyeron la cantidad de mensajero. Sin embargo, el BQ-
610 tuvo un efecto mayor respecto del IRL-1620 (diferencia entre medias: 69,1 
± 14,0, p<0,001 vs DOCA-Sal+IRL1620) (Figura 66). 
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Figura 65: Niveles de ARNm de Tirosina Hidroxilasa (TH) en Bulbo Olfatorio de animales normotensos 
e hipertensos a los que, según protocolo 3, se les administró en el ventrículo lateral LCRa o agonista 
ET-B (IRL-1620). Todas las administraciones se realizaron ICV (1µl en 1 minuto). Los tejidos se 
extrajeron 1 hora más tarde, al sacrificar los animales * p<0,05 vs Control+LCRa; † p<0,05 vs DOCA-
Sal+LCRa. Número de animales: 4-5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 66: Niveles de ARNm de la Tirosina Hidroxilasa (TH) en Bulbo Olfatorio de animales 
normotensos e hipertensos. Comparación de los valores hallados entre los tratamientos con BQ-610 
(antagonista ET-A) y con IRL-1620 (agonista ET-B). $$$ p<0,001 vs DOCA-Sal+BQ-610. Número de 
animales: 4-8 
 
 
 
4.4.4 Resumen del Protocolo 3 
A continuación, se presenta una tabla que resume los resultados 
descriptos para el Protocolo 3 (Tabla 12). 
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Tabla 12: Resumen de resultados correspondientes al protocolo 3. N: normotenso, H: hipertenso, ~: 
corresponde a valores que no difieren estadísticamente del Control+LCRa. Las flechas hacia arriba o 
hacia abajo indican aumentos o disminuciones respecto de Control+LCRa. La cantidad de flechas es 
proporcional a la diferencia. 
 Control DOCA-Sal 
LCRa IRL-1620 LCRa IRL-1620 
P
A
R
Á
M
E
T
R
O
S
 
H
E
M
O
D
IN
Á
M
IC
O
S
 
PS N N H ↓↓↓ 
PD N N H ↓↓ 
PAM N N H ↓ 
FC N ↓ H H 
H
IP
O
T
Á
L
A
M
O
 
A
N
T
E
R
IO
R
 
Actividad 
TH 
100% ~ ~ ~ 
TH-PSer19 100% ~ ~ ~ 
TH-PSer31 100% ↑ ~ ~ 
TH-PSer40 100% ~ ~ ↑ 
TH total 100% ↑ ~ ~ 
TH ARNm 100% ↓ ~ ~ 
H
IP
O
T
Á
L
A
M
O
 
P
O
S
T
E
R
IO
R
 
Actividad 
TH 
100% ~ ↑ ~ 
TH-PSer19 100% ↓ ↑ ↑↑ 
TH-PSer31 100% ~ ~ ↑↑↑ 
TH-PSer40 100% ~ ↑ ↑ 
TH total 100% ~ ↑ ↑ 
TH ARNm 100% ↑↑ ↑ ~ 
B
U
L
B
O
S
 
O
L
F
A
T
O
R
IO
S
 
Actividad 
TH 
100% ~ ↑ ~ 
TH-PSer19 100% ↑↑ ↑ ~ 
TH-PSer31 100% ~ ↑ ↑ 
TH-PSer40 100% ↑ ↑↑↑ ~ 
TH total 100% ~ ↑↑ ↓ 
TH ARNm 100% ~ ↑↑ ~ 
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  5. Discusión 
 Ya se comentó previamente que la HTA es una enfermedad de elevada 
prevalencia a nivel mundial, que se relaciona con un gran porcentaje de las muertes 
por eventos cardiovasculares y con un importante daño de órgano blanco a largo plazo. 
Muchos son los grupos de investigación abocados a comprender la etiopatogenia de la 
hipertensión. Debido a que se trata de una enfermedad multifactorial y altamente 
compleja, aún quedan muchos campos por esclarecer. En este sentido, nuestro aporte 
en particular se centra en la regulación central de la PA, y en cómo el desbalance 
endotelinérgico, en un modelo de hipertensión sal dependiente, podría impactar en la 
actividad catecolaminérgica de ciertas regiones y áreas del SNC, las que a su vez 
modulan la descarga autonómica. Previamente habíamos descripto que las ETs 
afectarían la transmisión de NA, tanto en BOs como en HA e HP en experimentos 
realizados ex vivo. Además, caracterizamos como responden a corto y largo plazo 
aquellas regiones (2, 3, 103, 181, 182, 216, 217). Sin embargo, poco se sabía respecto 
de la distribución de receptores de ETs en estas áreas en animales hipertensos, de modo 
que puedan justificar nuestras observaciones. Con el objetivo de continuar con nuestro 
abordaje, habiendo establecido como respondían los tejidos a la estimulación en el 
órgano aislado, quisimos evaluar la importancia del sistema endotelinérgico endógeno. 
De esta manera, para evidenciar una estimulación propia del animal, optamos 
primeramente por administrar un antagonista del receptor que se encontraría más 
involucrado con la respuesta presora de las ETs centrales (67, 69, 104, 147, 218). Así 
observamos una importante respuesta a este bloqueante, particularmente en animales 
hipertensos. En este sentido, llamativamente encontramos una importante disminución 
de la expresión proteica de la TH, hecho que nos llevó a considerar la posible 
incumbencia del SUP en dicha respuesta. De este modo, nos orientamos hacia la 
comprobación de esta hipótesis. Por otra parte, nos preguntamos también si la 
respuesta al antagonista que habíamos observado se debía al bloqueo en sí, o a que por 
la presencia del BQ-610, la ET-1 a nivel aumentaba y estimulaba el receptor ET-B. 
Considerando esto entonces, los efectos evidenciados por el bloqueante administrado 
centralmente podían deberse a la inhibición del estímulo tónico ET-A, a la 
potenciación de la respuesta ET-B, o a una combinación de ambos. Es por esto que en
 152 
 
Discusión 
 los últimos experimentos de estatesis se decidió por trabajar con un agonista ET-B 
específico, para ver si emulaba la respuesta al BQ-610. 
 Así, nuestro aporte contribuye a dilucidar algunos de los eventos que subyacen 
a la HTA, aportan las bases para futuros experimentos de carácter más bien crónico, y 
permiten hipotetizar sobre posibles blancos terapéuticos en nuevas drogas a desarrollar 
para el tratamiento de la hipertensión. 
 
    5.1 Expresión de los Receptores de Endotelinas 
 Como se mencionó en secciones anteriores, el sistema endotelinérgico se 
encuentra expresado en su totalidad dentro del SNC. Se halla descripto que tanto 
neuronas como células de la glia (oligodendrocitos, astrocitos, microglía) expresan 
receptores para ETs. Por otra parte, se sabe que el receptor expresado depende no solo 
del tipo celular en cuestión, sino también de la región o área del SNC de estudio (56, 
247). Ya en el año 1991, Kohzuki y colaboradores describieron sitios de unión para 
ETs a nivel central. Es así que enumeraron como áreas afines por las ETs la GL en el 
BO, amígdala, NPV, SO, núcelo arcuato, tractos mamilares, HA, etc (132). Debido a 
esta distribución, ya postulaban posibles funciones neuromoduladoras para estos 
péptidos. Una descripción más detallada, en la que se diferencian los tipos de 
receptores, puede apreciarse en la publicación de Naidoo y colaboradores (185). En 
este trabajo demostraron que la expresión del receptor ET-B resultó más ubicua que la 
de ET-A (185). En este sentido, el ET-B parece estar expresado en mayor proporción 
a nivel central que el ET-A, tal como revisan Davenport y colaboradores. en su trabajo 
del 2016. En dicha publicación, indican que, del 100% de los sitios de unión presentes 
para ETs, alrededor del 90% corresponde a receptores ET-B, siendo el 10% restante 
ET-A. En función de los resultados hallados en el presente trabajo de tesis no podemos 
realizar aportes a esta discusión, sobre qué tipo de receptor se expresa en mayor 
cantidad en las áreas evaluadas. Esto se debe a que, en todos los casos, los 
experimentos para determinar ET-A o ET-B se realizaron de manera separada, no 
teniendo ningún control intraensayo que permitiera independizar factores propios de 
cada corrida o incubación para su comparación. Hubiera sido interesante obtener este 
tipo de información, pero las condiciones operativas no nos lo permitieron. Sin 
embargo, siendo que las diferencias se encuentran ampliamente descriptas en 
bibliografía, asumimos que el no haber realizado estos contrastes no representa una 
gran falta en el presente trabajo. 
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 Debido a que se conoce la distribución de los receptores de ETs en el SNC de 
diversos animales de experimentación, como así también en humanos, y que diferentes 
patologías afectan diferencialmente la expresión de uno u otro de manera región 
específica, nos propusimos focalizar el estudio en la alteración que pudiera generar el 
desarrollo de la HTA de un modelo sal dependiente. Lo que observamos en una 
primera instancia es que los animales hipertensos del modelo DOCA-Sal, presentaron 
un incremento en los niveles de ET-A a nivel del AHP, AHP y BO, mientras que los 
niveles de ET-B se hallaron disminuidos, particularmente, en esta última región. 
Resultados del mismo tipo fueron publicados por Subrina Jesmin y colaboradores en 
el 2004, quienes trabajando con la corteza frontoorbital encontraron que animales con 
hipertensión fulminante SHR-Stroke prone, modelo experimental que cursa con 
elevados niveles de ET-1 circulante al igual que el DOCA-Sal, presentaban un 
incremento en la cantidad de ET-A y una disminución de la expresión de ET-B 
determinados por western blot (48 kDa y 50 kDa respectivamente) (110, 111). Del 
mismo modo, las bandas cuantificadas en nuestros experimentos fueron las 
correspondientes a 48 y 50 kDa para ET-A y ET-B respectivamente. Realizamos esta 
aclaración ya que, en el caso particular de este último, Barr y colaboradores 
describieron en el 2015 la dificultad de trabajar con anticuerpos anti ET-B, por la 
diferente afinidad que éstos presentan con el receptor y por la variedad de bandas que 
pueden observarse en los revelados (37kDa y 50kDa entre otras) (11). Justamente, 
concluyen en función de sus experimentos que éstas no corresponden a variantes de 
splicing del receptor, sino a diferentes etapas de procesamiento del mismo, cuya 
manifestación varía según el tipo celular y las condiciones de cultivo. Así, en nuestras 
placas observamos varias bandas al revelar ET-B, pero optamos por cuantificar aquella 
que se correspondía con el peso teórico del receptor (50kDa). En lo que respecta al 
receptor ET-A, como se describió anteriormente, también observamos varias bandas 
en las placas de western blot. Éstas se correspondieron con los pesos teóricos de la 
variante wild type, así como de algunas de sus variantes de procesamiento del 
mensajero (90). Nuevamente, se cuantificaron solo aquellas bandas correspondientes 
a la wild type y funcional del receptor. Además, vale aclarar que la cuantificación del 
ET-A por esta técnica reprodujo lo observado con las imágenes de microscopía.  
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 5.1.1 Hipotálamo 
 Puntualmente, en los resultados obtenidos por las imágenes de fluorescencia a 
nivel del AHA, pudimos observar que la marca obtenida fue consistente con la 
descripción de la misma en bibliografía. En este sentido, la TH se observó en pequeños 
conjuntos de neuronas, preponderando las proyecciones con varicosidades (41). 
Asimismo, no haber encontrado variaciones en las cantidades de enzima presentes en 
animales normotensos e hipertensos se corresponde con resultados previos obtenidos 
en el laboratorio y con los valores hallados en el presente trabajo de tesis mediante 
otras técnicas de experimentación. Por otra parte, los niveles de receptores 
determinados tampoco se modificaron por el aumento de la PA en los animales 
DOCA-Sal. Estas observaciones cobran relevancia al relacionarlos con resultados 
obtenidos previamente en el laboratorio. En este sentido, habíamos observado que la 
estimulación ex vivo del HA de ratas normotensas con ET-1 y ET-3 disminuía la 
efectividad de la sinapsis noradrenérgica en una respuesta mediada por el receptor ET-
B (109, 178, 200, 217). Este tipo de tratamiento indujo, en experimentos a corto y largo 
plazo la disminución de la liberación y aumento de la captación de NA, así como la 
disminución de la actividad, cantidad total y niveles de fosforilación de la TH. De esta 
manera habíamos demostrado cómo, directa o indirectamente, las ETs influían 
disminuyendo en la transmisión noradrenérgica. Los resultados presentados en este 
trabajo refuerzan la posibilidad de una modulación directa de las neuronas TH 
positivas por parte de las ETs. La colocalización observada en los cortes del AHA 
justifica esta aseveración. Además, vale considerar que en animales normotensos, la 
colocalización ET-B/TH fue aproximadamente 10 veces mayor que la de ET-A/TH. 
Así, estos datos podrían justificar que las ETs median su acción sobre la TH por medio 
de la interacción con ET-B. Resultó llamativo que la colocalización se haya 
evidenciado tanto en somas como en proyecciones catecolaminérgicas, siendo éstas 
las marcas de mayor preponderancia. Por otra parte, considerando que los efectos 
publicados por nuestro laboratorio en el HA se debieron a la respuesta ET-B, nos es 
difícil entonces visualizar la implicancia de la mayor área colocalizada ET-A/TH en 
ratas hipertensas respecto de controles (sin observar diferencias en la ET-B/TH). Sin 
embargo, este hallazgo podría explicar resultados previamente obtenidos por nuestro 
grupo. En este sentido, observamos en resultados aún no publicados que al tratar el 
HA de animales DOCA-Sal con ETs administradas ex vivo, éstas incrementaban la 
actividad y cantidad de TH. Es decir, el HA de las ratas hipertensas respondía de 
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manera opuesta al de ratas controles. Por otra parte, se encuentra descripto que el 
receptor ET-A se acopla a proteínas tipo Gs y Gq, y que las mismas desencadenan, 
entre otras rutas, la activación de importantes quinasas (56). En otras áreas centrales, 
se demostró que la estimulación ET-A conlleva a la activación de la TH por 
fosforilación y que produce a largo plazo un aumento en la expresión de la enzima 
(181). Entonces, de acuerdo con lo anterior, podría suponerse que aquel aumento de la 
actividad y expresión de TH ante el estímulo endotelinérgico en el HA de ratas DOCA-
Sal se deba a la mayor colocalización del receptor ET-A con terminales 
catecolaminérgicas. Este tipo de hipótesis además, concuerda con que, generalmente, 
los efectos mediados por los diferentes receptores de ETs suelen ser opuesto. Quedaría 
por probar esta hipótesis incubando el tejido (experimentos ex vivo) de animales 
hipertensos con ETs en presencia de antagonistas específicos ET-A, para evidenciar si 
éstos efectivamente bloquean la respuesta de los péptidos. 
 
En el AHP de las ratas DOCA-Sal, tal como se describió anteriormente, se 
encontraron mayores cantidades y mayor distribución del receptor ET-A en los cortes 
provenientes de animales hipertensos, sin observarse diferencias en el ET-B. Estos 
resultados condicen con los niveles cuantificados por western blot (2). Por otra parte, 
en las imágenes de ET-B, la marca pudo visualizarse en el soma de ciertas células de 
gran tamaño y en fibras neuronales. Esta distribución es consistente con la descripta 
por Schinelli y colaboradores (2006), quienes demostraron en las neuronas ET-B 
positivas a nivel hipotalámico que la inmunoreactividad también se hallaba asociada a 
las proyecciones (247) En este sentido, Yamamoto y colaboradores (1998) 
demostraron que el receptor ET-B se encontraba principalmente distribuido en las 
fibras neuronales del hipotálamo (304). Por otra parte, la marcación con anti ET-A 
resultó más nítida, pudiéndose observar con claridad células de pequeño y gran 
tamaño, junto con procesos de éstas últimas ET-A positivos. Yamada y colaboradores 
(1998) habían descripto que el ET-A se encontraba expresado en somas neuronales y 
en muchas de las fibras, tanto a nivel proximal como distal (303). Si bien las células 
pequeñas observadas en nuestras imágenes parecieran corresponder a microglía y las 
de mayor tamaño a neuronas, no podemos afirmarlo ya que no se emplearon 
marcadores específicos que permitieran confirmar esta aseveración. Sin embargo, y de 
acuerdo a las observaciones realizadas, podría afirmarse que el receptor 
endotelinérgico que se expresa depende del tipo celular en cuestión. Esto ya fue 
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evidenciado en otras regiones tales como el tallo encefálico y plexos coroideos, donde 
el ET-B se expresa fundamentalmente en astrocitos. Por otra parte, se halló el ET-B 
en neuronas hipotalámicas y en terminales dopaminérgicas del estriado. El receptor 
ET-A, en cambio se observó asociado a neuronas dopaminégicas, noradrenérgicas y 
adrenérgicas, así como también en neuronas magnocelulares en el hipotálamo (247).  
Nuestro grupo de investigación demostró previamente que el tratamiento del 
HP de ratas normotensas con ETs ex vivo a largo plazo potenciaba la sinapsis 
noradrenérgica (103, 201, 216, 217). Así, comprobamos que estos péptidos estimulan 
la actividad, expresión y fosforilación de la TH, la liberación de NA y disminuyen la 
actividad del NET y, por lo tanto, su recaptación neuronal. Las respuestas observadas 
por administración de ETs exógenas probaron estar mediadas por ambos receptores 
(103, 201, 216, 217). Realizando la misma consideración que para el AHA, que los 
efectos de las ETs sean por estimulación ET-A/ET-B, es coherente con el hecho de 
que animales normotensos presentaron aproximadamente el mismo % de área 
colocalizada ET-A/TH y ET-B/TH. Por otra parte, considerando entonces que, según 
demostramos aquí, los animales hipertensos DOCA-Sal presentaron mayores 
cantidades de ET-A y que la ET-1, incrementada en este modelo de hipertensión, se 
une a dicho receptor, podría entonces esperarse que la TH se encontrara estimulada en 
el HP de ratas DOCA-Sal. Comprobamos con anterioridad que el HP de animales 
hipertensos presentaba mayores niveles de actividad de TH, expresión y fosforilación 
de la misma que los animales normotensos, incrementos en los niveles de NET y 
actividad de éste, aumentada la liberación de NA, incrementada la actividad de la 
MAO y mayor recambio de NA (2). En este sentido, demostramos además que el 
estímulo con ETs del HP de ratas DOCA-Sal incrementaba la eficiencia de la 
transmisión noradrenérgica, por encima de los valores presentes en el hipertenso per 
se (2). Nuevamente, estos resultados se corresponden con el incremento en la 
expresión del receptor. Cobra sentido que en los experimentos realizados con controles 
normotensos la respuesta haya sido opuesta, es decir, disminuyendo los niveles de 
aquellos parámetros al ser estimulados a corto plazo. Se sabe que los receptores de ETs 
pueden sufrir desensibilización por fosforilación e internalización debido a una 
excesiva estimulación (74). De esta manera, la activación de los receptores con los 
péptidos en tejidos provenientes de ratas normotensas, podrían resultar en una 
disminución del efecto de los mismos. Siendo que estos efectos se probaron con ET-1 
y ET-3, quedaría por comprobar si las respuestas son ET-A específicas, ya que dicho 
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receptor presenta menor afinidad por la ET-3, pudiéndose tratar de una 
heterodimerización de receptores (56, 131).  
Las células TH positivas descriptas en el HP se encontraron formando grupos 
de somas ubicados más bien en la región lateral y dorsal al tercer ventrículo, con 
proyecciones orientadas hacia la región medial, en concordancia con lo descripto 
previamente por Hokfelt y colaboradores (100). Si bien la cantidad de TH determinada 
no condice con lo hallado mediante la técnica de western blot (2), esto podría deberse 
a que en las imágenes solo se analizó la zona rostral del AHP mientras que en las otras 
técnicas, se extrajo el HP completo, abarcando también el hipotálamo posterior lateral, 
los tractos mamilares, etc (213). 
Un interesante aporte de este trabajo consiste en la determinación y 
confirmación de colocalización entre el sistema endotelinérgico y catecolaminérgico. 
En bibliografía se menciona repetidamente que ambos sistemas se encuentran 
íntimamente relacionados a nivel central (247, 303). Asimismo, se describe que los 
sitios donde se expresan los receptores de ETs son también sitios TH positivos. Sin 
embargo, ningún trabajo mostró la existencia de una colocalización de éstas proteínas. 
A este respecto, observamos en nuestras imágenes que la colocalización se encuentra 
incrementada en el animal hipertenso, particularmente entre ET-A/TH, a nivel del 
AHA. Deberían realizarse más experimentos, tal vez, para evidenciar una diferencia 
estadísticamente válida en el AHP, ya que las colocalizaciones ET-A/TH y ET-B/TH 
parecerían ser mayores en los animales hipertensos. Así, en esta región, considerando 
la mayor expresión del ET-A y la aparente mayor colocalización de éste con TH, 
podría indicar que la expresión del receptor se incrementó en células 
catecolaminérgicas. Nuevamente, este hecho sería concordante con los resultados 
hallados previamente en el laboratorio. 
 
5.1.2 Bulbos Olfatorios 
Por su parte, los BOs de animales DOCA-Sal presentaron un aumento del 
receptor ET-A, tal y como cabría esperar en modelos hipertensos (34, 110). Por otra 
parte, se observó también una disminución en la expresión del ET-B, consistente con 
lo observado previamente por Subrina Jesmin y colaboradores (2004) en un modelo 
de hipertensión maligno SHR-Stroke Prone (110). 
La TH se encuentra expresada en el BO, en interneuronas dopaminérgicas,  
principalmente, en la GL (134, 184, 277). Los somas de las mismas se hallan en la 
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periferia de los glomérulos y emiten proyecciones hacia la LG, donde reciben 
información sensitiva. Asimismo, algunos somas de las células presentes en la EPL 
también son TH positivas, aunque su función es aún discutida (155, 184). En nuestro 
trabajo, los resultados hallados respecto de la distribución de la enzima son 
concordantes con dichos antecedentes. Somas de gran tamaño, visualizados en la 
periferia de los glomérulos, y las proyecciones de éstos, con las típicas varicosidades, 
fueron evidenciados en las imágenes. Llamativamente encontramos que, en la mayoría 
de los casos, los somas se encontraban ubicados en la zona contigua, lateral entre 
glomérulos, y que parte de su arborización se proyectaba a más de una estructura 
glomerular. Incluso observamos casos de somas TH positivos en la zona PG con 
procesos largos que se extendían entre 2-3 glomérulos. En este sentido Kosaka y 
colaboradores (2016) revisaron recientemente la bibliografía e indicaron la existencia 
de células “transglomerulares”, las que podrían, dentro de su heterogeneidad, implicar 
neuronas dopaminérgicas / GABAérgicas. En nuestras imágenes, el hecho de que los 
somas envíen procesos que se ramifican extensamente en los glomérulos quedó 
evidenciado por la relación intensidad de marca / % área inmunoreaciva. Así, en 
normotensos, pese a hallarse igualmente distribuida la señal en la LG y la zona PG, 
ésta última presentó mayor intensidad de marca, lo que indicaría una ubicación más 
concentrada de la fluorescencia. Esto es coherente con que los somas, altamente 
marcados, son los que se hallaron en esta área. Por su parte, los animales hipertensos 
DOCA-Sal, presentaron el mismo tipo de distribución y perfil en cuanto a la intensidad 
de fluorescencia. Sin embargo, tanto en la LG como en la zona PG, los animales 
hipertensos mostraron mayor cantidad de enzima que los controles. Estos resultados 
son consistentes con datos obtenidos por western blot en el presente trabajo. Al 
observar la distribución de la señal en cada una de las regiones, notamos nuevamente, 
en el caso de las ratas DOCA-Sal, que en el área PG la marca se halló notablemente 
concentrada. Esta particularidad daría cuenta de la intensa señal que presentaron los 
somas TH positivos. Sí vale destacar que, en la LG de hipertensos, el aumento en la 
intensidad registrada se acompañó de un incremento en el porcentaje de área marcada, 
hecho que no sucedió a nivel PG. Así, estos resultados evidencian que en las ratas del 
modelo DOCA-Sal, el incremento de la enzima a nivel del glomérulo se acompaña de 
un aumento en los procesos allí encontrados. Por otra parte, habíamos indicado que los 
animales hipertensos presentaban una mayor cantidad de somas TH positivos en la 
GL. Sin embargo, no observamos cambios en el % de área inmunoreactiva en la zona 
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PG. Estos resultados, entonces, parecerían indicar un menor tamaño de los somas TH 
positivos. Éstos a su vez, se encontrarían intensamente marcados, como lo evidencia 
la alta intensidad de marca cuantificada. Podríamos determinar el tamaño de los somas 
a fin de comprobar esta hipótesis, por cuestiones de tiempo, estos análisis se realizarán 
posterior a la presentación de esta tesis.  
Respecto a la distribución de los receptores dentro de los BOs, pudimos 
comprobar que la expresión del ET-A se dio principalmente a nivel de la LG. Dentro 
de estas estructuras, se observó una marca más bien dispersa, que parecía seguir el 
curso de fibras neuronales. Por otra parte, en la zona PG se observó células pequeñas 
con inmunoreactividad para ET-A. En algunos casos, se visualizaron fibras positivas 
para ET-A en la EPL. Este tipo de distribución en el animal normotenso concuerda 
con reportes previos realizados por Kohzuki y colaboradores, quienes observaron 
sitios de unión a ETs en las capas más externas del BO (132). Por su parte, el grupo de 
Kurokawa, en el año 1997, describió la existencia de pequeñas células ET-A positivas 
en la periferia del glomérulo, con somas de 10 µm (140). También mencionaron la 
presencia de células inmunopositivas en el área PG, algunas de las cuales presentaron 
procesos hacia el interior de la LG, donde bajo gran aumento pudieron verse plexos de 
finas fibras inmunopositivas para ET-A. Hacia las capas más internas del BO, estos 
autores no observaron somas que expresaran ET-A. Así, la distribución e intensidad 
de marca evidenciada en el presente trabajo de tesis, tanto para la LG como para la 
PG, concuerda con las descripciones realizadas por estos autores. En la zona PG de 
animales normotensos observamos una mayor intensidad de marca, aunque más 
concentrada, que en la LG. Esto es consistente con la intensa señal visualizada en los 
somas alrededor del glomérulo. Los animales hipertensos DOCA-Sal, si bien 
presentaron el mismo perfil en la expresión entre LG y el área PG, mostraron mayor 
intensidad de marca que su contraparte normotensa a nivel de los glomérulos. Esto 
podría indicar una mayor expresión del receptor en las fibras encargadas de integrar la 
información sensitiva. El importante incremento en la colocalización con TH a este 
nivel en ratas hipertensas, podría ser un marcador de la implicancia del receptor en 
modular la enzima presente en dichas proyecciones, y así el proceso del input olfativo. 
Es llamativo que los animales DOCA-Sal no hayan evidenciado un incremento de la 
expresión, distribución o colocalización respecto de los normotensos a nivel de la zona 
PG. Estos resultados indicarían que la modulación de la actividad catecolaminérgica a 
nivel del soma sería igual tanto en animales normotensos como hipertensos.  
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Por su parte, la expresión del ET-B en el BO se encuentra menos caracterizada 
en bibliografía. De hecho, no logramos encontrar antecedentes descriptivos al 
respecto. Solo encontramos que, al menos a nivel de mensajero, éste se expresa en 
mayor proporción que el ET-A (56). En nuestras imágenes pudimos observar que el 
porcentaje de área marcada en los controles normotensos fue muy importante a nivel 
de la LG. Alrededor del 30% del glomérulo presentó señal ET-B positiva. En algunas 
imágenes se observó una distribución peculiar de la marca, presentando la periferia del 
glomérulo mayor intensidad de fluorescencia. La señal en estas estructuras resultó 
difusa, evidenciándola como un puntillado y pudiendo notar fibras solo en ciertas 
imágenes. Al igual que ya describimos para ET-A, el ET-B se halló más concentrado 
en la zona PG, lo que se correspondió con la observación de su localización en cuerpos 
celulares. El tratamiento DOCA-Sal, mostró no afectar la intensidad de marca hallada, 
aunque sí su distribución. En este sentido, observamos una disminución en el % de 
área a nivel de la LG respecto de animales normotensos. Esto podría ser indicativo de 
una ubicación más focal, igual de intensa aunque menos distribuida, de la marca en los 
glomérulos de los BOs de ratas DOCA-Sal. Si bien estos resultados parecerían no 
concordar con lo obtenido por western blot donde sí se evidenció una menor expresión 
del receptor, vale aclarar que con las imágenes solo se analizó una porción del BO, no 
éste en su totalidad como sí se hizo al momento de homogeneizar la muestra para el 
western blot. Por otra parte, la señal de ET-B en los glomérulos y en la zona PG se 
encontró poco extendida en animales hipertensos. Esto es consistente con el aumento 
en la colocalización entre ET-B y TH. Cabe destacar el aumento significativo de marca 
colocalizada a nivel de la LG en BOs de ratas DOCA-Sal. En este sentido, observamos 
un incremento respecto de los animales normotensos en la intensidad de colocalización 
como de % de área colocalizada. Así, esto podría indicar una mayor relación entre 
ambas proteínas en el procesamiento de la aferencia sensitiva. 
Tal como fuera explicado para el caso del HP, previamente observamos en los 
BOs de animales DOCA-Sal que éstos presentaban mayores niveles de actividad y 
expresión de la TH que los normotensos (3). Además, Nabhen y colaboradores 
demostraron en el año 2011 que, la estimulación del BO en experimentos ex vivo a 
largo plazo con ET-1 incrementó aquellos parámetros implicando la activación del 
receptor ET-A (181). En este marco, los resultados aquí presentados contribuyen a la 
explicación de que la mayor concentración de ET-1 y mayor disponibilidad de 
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receptores a nivel central en ratas DOCA-Sal, podrían ser responsables, al menos en 
parte, de la potenciación del sistema catecolaminérgico en dichos animales.  
 
5.1.3 Resumen de la expresión de receptores 
Como ya se mencionó, las ETs y el sistema catecolaminérgico se encuentran 
en íntima relación a nivel central. Hemos demostrado y comprobado aquí que no solo 
se expresan los receptores de los péptidos y la TH en las áreas de interés de nuestro 
trabajo, sino que además presentan distintos tipos de colocalización. Resulta 
interesante la distribución más generalizada del ET-B y la predominantemente 
neuronal del ET-A en el hipotálamo, en zonas estrechamente relacionadas con la 
regulación de la fisiología cardiovascular y el balance hidrosalino (185). Aportes 
realizados por otros autores también apuntan a la conexión entre los dos sistemas: 
catecolaminérgico y endotelinérgico. Así, Kurihara y colaboradores comprobaron una 
relación entre ambos, sugiriendo la hipótesis de un vínculo directo entre los sistemas, 
en un modelo animal de ratones modificados genéticamente para no expresar ET-1 
(139). Estos, luego de ser sometidos a un estrés comportamental, no presentaron 
respuestas autonómicas típicas al estímulo ni el aumento característico en el 
metabolismo de las catecolaminas a nivel hipotalámico. De hecho, plantearon en 
función de sus resultados que, producto de la inducción de estrés, ocurre una activación 
secuencial de la respuesta endotelinérgica seguida por la catecolaminérgica. Por otra 
parte, sabiendo que muchos estímulos olfativos son considerados estímulos estresantes 
y de particular importancia en las ratas (80, 297), resulta interesante plantear una 
posible relación entre los sistemas endotelinérgicos y catecolaminérgicos, similar a la 
descripta a nivel hipotalámico por Kurihara, pero a nivel del BO. En este sentido, tal 
como se planteó en la sección 1.4, pocos, aunque contundentes son los trabajos que 
relacionan a esta región telencefálica con modificaciones autonómicas. Incluso, en 
resultados aún no publicados por nuestro laboratorio observamos que la remoción 
bilateral de los BOs, modelo animal de depresión, altera el estado hipertensivo de 
animales DOCA-Sal. En trabajos más recientes, se demostró cómo la estimulación de 
la vía olfatoria con aromas placenteros en ratas depresivas atenúa la patología, 
generando así incrementos en los niveles de DA y serotonina centrales (302). Por otra 
parte, tal como revisan Brand y Chaal, numerosa es la literatura que relaciona el estado 
depresivo, con cambios neuroanatómicos y en la neuroquímica, asociados también con 
la hiposmia y/o anosmia (21). Además, la relación entre el BO y la actividad 
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catecolaminérgica no se circunscribe al estrés y la depresión. Pacientes con Parkinson 
y modelos animales que simulan dicha patología, caracterizada por afectar neuronas 
dopaminérgicas en la sustancia nigra, muestran también alteraciones olfativas. Se 
postuló a este respecto que hasta podría considerarse la hiposmia como síntoma precoz 
de esta enfermedad (14, 37, 59). Con el objetivo de esclarecer la complejidad de esta 
interacción, Höglinger GU y colaboradores (2015). demostraron la existencia de una 
proyección directa nigro-olfatoria que, ellos postulan, podría hallarse involucrada en 
la interacción olfacción-sistema dopaminérgico.  
Brevemente y esquemáticamente, se resumen en la Figura 67 los hallazgos de 
esta primera parte de la discusión 
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Figura 67: Resumen sobre la expresión de receptores de endotelinas (ETs) y Tirosina Hidroxilasa (TH) 
en los tejidos de interés de animales controles normotensos (A) e hipertensos DOCA-Sal (B). Se 
esquematiza el sistema endotelinérgico endógeno, con los receptores ET-A (cilindros rosa) y ET-B 
(cilindros celestes). La cantidad de receptores entre normotensos vs hipertensos se corresponde con 
las cantidades halladas por western blot y/o microscopía de fluoresencia. En cada tejido se indica la 
colocalización ET-A/TH respecto de la ET-B/TH. Se indica la cantidad de TH en hipertensos.  El 
tamaño de la letra y grosor de las flechas en B es indicativo de la comparación contra el mismo 
parámetro en normotensos.  
 
 
 
 
 
 
A 
B 
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    5.2 Administración ICV de BQ-610, un antagonista ET-A (Protocolo 1) 
Con el objetivo de dilucidar los posibles efectos del sistema endotelinérgico in 
vivo y su implicancia en la hipertensión del modelo DOCA-Sal, procedimos 
primeramente a inyectar icv un antagonista ET-A específico en éstos animales de 
experimentación.  
  
5.2.1 Parámetros hemodinámicos 
La administración central de BQ-610 produjo una disminución de la PA y de 
la FC, tanto en animales hipertensos como normotensos. Sin embargo, la caída de la 
PS fue más pronunciada, como era de esperar, en ratas DOCA-Sal. Diferentes autores 
han, descripto este tipo de comportamiento al administrar, tanto central como 
periféricamente, antagonistas específicos ET-A (19, 53, 65, 69, 246). Di Fillippo y 
colaboradores demostraron que la inyección de FR139317, bloqueante ET-A, en el 
área gris periacueductal de ratas hipertensas DOCA-Sal producía una disminución en 
la PA y FC en una magnitud similar a la hallada en nuestros experimentos (30 mmHg 
y 60 lpm respectivamente) (69). Este hecho fue reproducido con un antagonista mixto 
ET-A/ET-B, pero no por BQ-788, un antagonista ET-B específico. Así, concluyeron 
que la estimulación central ET-A resulta esencial en este modelo animal de 
hipertensión. Estos hallazgos concuerdan con trabajos previos en los que se observó 
que la administración en el área gris periacueductal de la ET-1 elevaba la PA, en un 
mecanismo dependiente del sistema catecolaminérgico (47). Profundizando el estudio 
de dicha respuesta presora, se demostró que la misma se debe a la estimulación del 
receptor ET-A, ya que la coadministración de un antagonista específico junto con la 
ET-1 anulaba completamente la respuesta del ligando (53, 86). La estimulación del 
receptor ET-A mediante la administración exógena de ET-1 a nivel del NPV también 
mostró incrementar la PAM y la actividad del nervio simpático renal (42). Otros 
antecedentes a este respecto fueron publicados por el grupo de Gulati. En un trabajo 
del año 1997, demostraron que la administración ICV de Sarafotoxina 6b, un potente 
agonista ET-A/ET-B, produjo un aumento transitorio de la PA, sin afectar la RPT, FC 
o presión venosa central (137). Asimismo, demostraron que esta respuesta implicó la 
activación del SNS. Hallazgos similares fueron publicados por el grupo de Rebello y 
colaboradores (228). Estos antecedentes demostrarían que, en animales normotensos 
cuyo sistema endotelinérgico no se encuentra exacerbado, los efectos de antagonistas 
específicos ET-A son mínimos. Sin embargo, en modelos de hipertensión 
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dependientes de la elevación de ET-1 o en situaciones de incrementos en la PA por la 
administración de ETs, la activación del receptor ET-A resulta esencial para el 
mantenimiento del estado hipertensivo (26).  
Los datos presentados en esta tesis respecto de los animales normotensos se 
correlacionan con los antecedentes antes mencionados, ya que comprobamos que la 
administración central de un antagonista ET-A repercute levemente sobre parámetros 
hemodinámicos. Por su parte, ya mencionamos que los animales DOCA-Sal presentan 
incrementos en niveles plasmáticos y en LCR de ET-1 respecto de los animales 
normotensos (69, 246). Por este motivo, y debido a otros antecedentes, Di Fillippo y 
colaboradores hipotetizaron que el sistema endotelinérgico podría hallarse exacerbado 
en este modelo particular de hipertensión sal dependiente. Esta teoría, permitiría 
explicar por qué los antagonistas, periférica o centralmente, desencadenarían 
respuestas más pronunciadas en animales DOCA-Sal que en ratas controles 
normotensas (26). Teniendo en cuenta estos antecedentes, los resultados aportados por 
el presente trabajo contribuyen a sustentar inequívocamente que el sistema 
endotelinérgico endógeno central se encuentra exacerbado en la hipertensión DOCA-
Sal. Asimismo, sustentan la simpatoexcitación característica de este modelo en 
respuestas vía estimulación del receptor ET-A. En este sentido, muchos son los autores 
que demostraron que las ETs centrales estarían involucradas en la regulación 
cardiovascular mediante modulación del SNS (139, 141, 180, 238). Por ejemplo, 
Lange y colaboradores evidenciaron que las ETs son capaces de estimular la liberación 
de monoaminas de terminales nerviosos (143). También demostramos previamente en 
nuestro laboratorio, que las ETs modulan la actividad noradrenérgica en áreas 
íntimamente relacionados con la función cardiovascular, como lo son el HA e HP (103, 
178, 200, 201, 216, 217). Por otra parte, se conoce que la PA es la resultante de la 
combinación de muchos factores. Pese a esto, pueden discriminarse ciertos elementos 
que afectan predominantemente a la PS o a la PD. Así, se sabe que la PS se encuentra 
en estrecha relación con la contractilidad cardíaca y con la capacidad de realizar trabajo 
del corazón, mientras que la PD es más dependiente de la resistencia vascular 
periférica. Si, en función de nuestros resultados y de los antecedentes, interpretamos 
que el bloqueo central del receptor ET-A termina implicando una menor descarga del 
SNS, entonces esto podría explicar la clara disminución de la PS. De este modo, 
considerando la hiperactividad simpática característica del modelo DOCA-Sal, sería 
coherente la caída en la PS por la administración central del antagonista ET-A (308). 
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Sin embargo, esta explicación no podría sustentar por qué no se vio afectada la PD en 
ratas hipertensas tratadas con BQ-610. En este sentido, se encuentra ampliamente 
establecido que el tono de los vasos depende de la descarga simpática. Podríamos 
contemplar, sin embargo, que existen otra serie de factores humorales, locales y de 
remodelación de los vasos en el modelo DOCA-Sal, que podrían enmascarar la caída 
del tono simpático. Está demostrado que la administración endovenosa de ETs genera 
un aumento en la PA y en la resistencia periférica (226). En cerdos se ha comprobado 
que las ETs contribuyen a la RPT y la resistencia coronaria (173). McEniery y 
colaboradores demostraron un año antes que la administración de un antagonista de 
ETs, no tenía efectos en individuos normotensos (167). Sin embargo, en hipertensos 
probó incrementar la vasodilatación ante un estímulo como el del ejercicio físico. A 
su vez, se demostró que la ET-1 es particularmente potente en inducir la contracción 
en venas más que en arterias (170). En este mismo trabajo concluyen que las ETs no 
serían las responsables del aumento del tono venoso en ratas DOCA-Sal, sino que 
actuarían potenciando la respuesta noradrenérgica la que, a su vez, ejercería una 
retroalimentación positiva sobre el sistema endotelinérgico. Sin embargo, Yu y 
colaboradores comprobaron que en ratas DOCA-Sal, la RPT y la PA sí dependen de 
la concentración plasmática de ET-1 (310). Incluso, como se mencionó previamente, 
en experimentos donde la estimulación central de los receptores de ETs llevaba a un 
incremento en la descarga simpática con incrementos en la PA, la RTP no se veía 
modificada (137). Con estos antecedentes, intentamos justificar que, pese a la 
importancia del tono simpático en la contracción en vasos de resistencia, en casos 
particulares como la hipertensión los factores de regulación, tanto humorales como 
locales, cobrarían una importante injerencia. Es así que, ante la administración central 
del antagonista específico ET-A, la caída en la descarga simpática, podría no reflejarse 
en una disminución de la PD. 
 
5.2.2 Hipotálamo 
El HA es una región que involucra núcleos tales como el SO, AHA, el núcleo 
preóptico, entre otros (79, 171, 175, 242, 243). Ya describimos previamente en la 
sección 1.3, la importante conexión que presenta, hacia regiones o áreas anteriores y 
posteriores del cerebro las cuales muchas de ellas están íntimamente involucradas en 
la regulación de la PA. Asimismo, describimos y justificamos la respuesta 
simpatolítica e hipotensora de su estimulación. También mencionamos el efecto 
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hipotensor de las catecolaminas hipotalámicas a este nivel, y la cierta resistencia a la 
reducción de la PA por activación del HA en animales hipertensos.  
En el presente trabajo de tesis, encontramos en el HA de animales normotensos, 
que la administración ICV de un antagonista específico ET-A no indujo 
modificaciones en la actividad de la TH. Estos resultados fueron coherentes con los 
niveles totales y fosforilados de la enzima hallados en ratas tratadas, así como con los 
niveles de mensajero. En este sentido, habíamos demostrado previamente que la 
estimulación ex vivo del HA de animales normotensos con ETs, inducía una 
disminución de la actividad de la TH a corto plazo, en un mecanismo mediado por ET-
B (216). Así, si bien es posible que por el bloqueo del receptor ET-A in vivo, el ligando 
libre pueda sobrestimular el receptor ET-B, emulando una activación endotelinérgica 
exógena, en nuestros experimentos no observamos este tipo de comportamiento. Vale 
destacar en este sentido que aquellos ensayos a corto plazo fueron solo estimulaciones 
de 30 minutos y de tejido aislado.  En esta tesis, al tratarse de experimentos con el 
animal entero, es posible que la respuesta sea mucho más compleja, pudiendo implicar 
otros centros que descarguen sobre el HA y modulen la actividad de la TH. Sin 
embargo, observamos una leve disminución, no significativa, de los niveles de ARNm 
de la enzima por tratamiento con BQ-610 en nuestros animales normotensos. Tal vez, 
de haber prolongado el tiempo del experimento, hubiéramos observado una 
disminución en los niveles proteicos de la enzima. A este respecto, previamente 
Perfume y colaboradores habían observado que la estimulación del receptor ET-B a 
largo plazo a nivel del HA disminuía los niveles proteicos de TH (217). Si bien en 
aquel trabajo no se determinaron los niveles de mensajero de TH, nuestros resultados 
podrían orientar y justificar parcialmente, aquellos antecedentes.  Además, vale 
encuadrar estos resultados con la mayor colocalización ET-B/TH, respecto de ET-
A/TH, ya definida con anterioridad (sección 5.1). 
Por otra parte, encontramos que el HA de ratas DOCA-Sal, no presentaba 
diferencias en los parámetros evaluados de la TH comparado con su contraparte 
normotensa. Si bien, éstos resultados se correlacionan entre sí (la cantidad de ARNm 
con los niveles proteicos, y éstos, junto con el grado de fosforilación y la actividad de 
la enzima), también lo son respecto de los antecedentes aún no publicados del 
laboratorio y con las imágenes de microscopía (sección 5.1). 
La administración central del antagonista ET-A en ratas DOCA-Sal no produjo 
cambios significativos en la actividad de la TH, expresión de la misma, fosforilación 
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o cantidad de transcripto. Nuevamente, los resultados mostraron coherencia entre sí. 
Relacionando estos hallazgos con los antecedentes de nuestro laboratorio, en donde 
habíamos comprobado que la incubación con ETs del HA de ratas DOCA-Sal, 
incrementaba la actividad y expresión de la TH. Tal como se explicó previamente, 
estos experimentos fueron realizados con tejido aislado y durante 30 minutos, motivo 
por el cual puede que nuestros resultados no hayan mostrado correlato con aquellos.  
Nuestros resultados entonces indicarían que tanto en animales normotensos 
como hipertensos, el bloqueo agudo del receptor ET-A parecería no influir en la 
actividad catecolaminérgica del HA. En este sentido, tal vez cobre relevancia que no 
se observaron diferencias significativas en la expresión de receptores entre 
normotensos e hipertensos. Así, la descarga de este importante centro 
simpatoinhibitorio sería similar entre ratas controles y DOCA-Sal, lo que no resultaría 
contradictorio con el modelo hipertensivo. Incluso, podría inferirse una mayor 
resistencia al estímulo endotelinérgico en las ratas hipertensas, ya que los controles 
parecieron responder en mayor medida que éstos, al menos en lo que respecta al 
transcripto de TH. Sería este, un comportamiento similar al descripto previamente por 
Hötch y colaboradores, donde observaron que el HA de ratas hipertensas era menos 
susceptible a la estimulación β-adrenérgica (99). Considerando además los elevados 
niveles de ET-1 que suelen presentar los animales DOCA-Sal en su LCR, esta 
refractariedad cobraría importancia.  
 
El HP es un área reconocida por su efecto simpatoexitatorio en estrecha 
relación con regiones de importancia en la regulación de la función cardiovascular (12, 
163, 164, 207, 257, 299). Ya establecimos en la sección 1.3 las conexiones que 
presenta con diversas áreas y la posible importancia de su actividad para el 
mantenimiento del estado hipertensivo.  
En nuestros experimentos, observamos que la administración del antagonista 
ET-A en el ventrículo lateral de ratas normotensas, no indujo cambios significativos 
en la TH. No se observaron variaciones en la actividad, fosforilación, expresión, ni 
cantidad de mensajero de la misma. En este sentido, previamente Perfume y 
colaboradores habían demostrado que la estimulación del HP con ETs en experimentos 
ex vivo a corto plazo disminuía la actividad y fosforilación de la TH (216). Tal como 
fuera comentado previamente, puede que la respuesta al diferente comportamiento 
evidenciado en los experimentos se deba al diseño de los mismos o bien, a que aquellos 
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experimentos se realizaron administrado ligando para ET-A/ET-B mientras que en los 
nuestros se inyectó un antagonista ET-A específico. 
En animales hipertensos, observamos que, per se, el HP presentaba una mayor 
cantidad del ARNm de la TH, con un consecuente incremento en la expresión proteica 
de la enzima, y una mayor fosforilación de la misma. Asimismo, evidenciamos una 
elevación en la actividad enzimática de la TH, lo que podría ser expresión resultante 
de lo anterior. En este sentido, Abramoff y colaboradores, observaron el mismo perfil 
de respuesta en el HP de animales DOCA-Sal, a nivel de la actividad de la TH, 
expresión y fosforilación de la misma (2). Esta hiperactividad catecolaminérgica en el 
HP de ratas DOCA-Sal se condice con su función simpatoexcitatoria y el característico 
desbalance autonómico de este modelo animal (12, 163, 164, 207, 257, 299, 308). Por 
otra parte, así como se indicó previamente, puede que el estado basal de la TH en el 
DOCA-Sal, no sea más que la expresión del sistema endotelinérgico endógeno 
exacerbado, considerando que la activación endotelinérgica a largo plazo estimula la 
enzima. Está demostrado que estos animales presentan incrementos en las ETs 
circulantes, tanto a nivel periférico como central (Di Fillipo y Yemané) y que estos 
péptidos, mediante la interacción con sus receptores ET-A y ET-B, activan cascadas 
de señales que involucran a diversas quinasas y factores de transcripción (69, 308). 
Además, en el presente trabajo demostramos que el HP de ratas hipertensas mostraba 
un incremento en la expresión del receptor ET-A. Por otra parte, ya describimos en la 
sección 1.6 la importancia de la regulación a corto plazo de la TH por fosforilación 
(54, 63, 138, 274), mecanismo que depende del balance en la activación de quinasas, 
tales como PKA, PKG, PKC, CaMPKII, MAPKAPK 1/2/5 Y MSK 1, y fosfatasas, 
como la PP2A y la PP2C (54, 60, 274), como a largo plazo por factores de transcripción 
que se unen al promotor de la enzima (148).  Así, podría establecerse un nexo entre la 
elevación de las ETs centrales, la sobreestimulación de sus receptores, la mayor 
activación de factores de transcripción, el incremento del mensajero de la TH, la mayor 
expresión proteica de la enzima, el predominio de la actividad kinasa, la mayor 
fosforilación de la TH y el incremento en la actividad de la misma.  
La administración central del BQ-610 en animales hipertensos produjo una 
disminución de la actividad de la TH, con una caída concomitante de la fosforilación 
de la misma, sin generar cambios en la cantidad total de la enzima, y una disminución, 
aunque no significativa, del ARNm. Considerando que el receptor ET-A se encontraba 
incrementado en el HP de animales DOCA-Sal, y sabiendo que éste media sus acciones 
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por acoplamiento con proteínas Gs y Gq, entonces es posible que el cese del estímulo 
de dicho receptor, conlleve a una disminución en la actividad de las quinasas, con un 
desbalance hacia el predominio de la actividad fosfatasa PP2A (principal fosfatasa a 
nivel central).  Ya describimos que la fosforilación de la TH genera un incremento en 
la actividad de la misma, una disminución de la inhibición alostérica por producto final 
que contribuye positivamente a su mayor funcionalidad y, en general, una caída en su 
estabilidad. Además, se encuentra descripto que la fosforilación en Ser40, el sitio más 
promiscuo, es la responsable del mayor incremento (aproximadamente 20 veces) en la 
actividad de la TH (54, 60, 274). Por su parte, la adición de un grupo fosfato en la 
posición 19 no repercute tanto en el incremento de la actividad de la enzima, sino que 
más bien genera un cambio conformacional que expone el sitio Ser40, haciéndolo más 
susceptible para su fosforilación. En este sentido, la presencia de TH-PSer40 y TH-
PSer19 facilita la formación de un complejo con proteínas de la familia 14.3.3, que de 
esta manera estabilizan la enzima y excluyen la PP2A (54). Por lo tanto, estos 
antecedentes justifican como el bloqueo del receptor ET-A repercutiría en la 
disminución de la fosforilación de la enzima y menor actividad de la misma. Por otra 
parte, los niveles de mensajero hallados en cualquier célula dependen del balance entre 
la síntesis y la degradación del mismo. Para el caso de la TH, la transcripción puede 
ser estimulada por medio de la unión de AMPc con la proteína de unión al elemento 
de respuesta a AMPc (CREB) y la interacción de este complejo con el sitio CRE en el 
promotor del gen (148). Además, la unión de AP-1 también estimula la transcripción, 
al igual que el aumento del calcio intracelular, la hipoxia y algunos agentes químicos 
(274). Incluso, los mismos estímulos ambientales que modulan la expresión de TH, 
también afectan la estabilidad del mensajero (274). En este sentido, la aparente 
disminución de los niveles de mensajero hallados en las ratas DOCA-Sal+BQ-610 
podría deberse a la combinación de una disminución en la taza de transcripción y a 
una disminución en la estabilidad del mensajero. Si bien, no se evidenciaron cambios 
en la expresión proteica de la enzima, nuevamente, de prolongarse el tiempo 
experimental, tal vez podría evidenciarse la caída en la cantidad de TH presente.  
Por otra parte, el HP presenta el sistema endotelinérgico incrementado en 
animales DOCA-Sal. Esto surge de observar cambios ante la administración de un 
antagonista ET-A específico en el HP de animales hipertensos, y no de normotensos. 
Por su parte, podría discutirse también el posible aumento en el recambio de la TH en 
tejidos de animales DOCA-Sal. Considerando que la fosforilación de la enzima 
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disminuye la estabilidad de la misma, y que, pese a las elevadas cantidades de TH 
fosforilada en los diferentes sitios Ser, los niveles de enzima total se hallaron 
aumentados acompañado del incremento de los niveles del mensajero, entonces 
podríamos suponer que la velocidad de degradación y reposición del pool enzimático 
se encuentra incrementado en el HP de ratas DOCA-Sal. Además, otro resultado 
interesante de este protocolo consiste en la respuesta global del sistema 
catecolaminérgico en el HP de ratas hipertensas en relación con la caída de la PA. Ya 
habíamos establecido la relación, directa o indirecta, de la actividad de ésta área con 
la simpatoexcitación y la regulación del sistema cardiovascular. Por su parte, animales 
del modelo DOCA-Sal se caracterizan por presentar una incrementada descarga 
simpática (308). Ésta, entonces, podría ser expresión de la mayor actividad 
catecolaminérgica en el HP. Es importante tener en cuenta, en esta instancia, la mayor 
expresión del receptor ET-A y la mayor colocalización ET-A/TH evidenciada en el 
HP de animales hipertensos DOCA-Sal. Así, en este contexto de sobreestimulación 
endotelinérgica y catecolaminérgica, con aumento de receptores y colocalización, la 
administración del BQ-610 generó una disminución de la actividad catecolaminérgica 
en el HP, que se correlacionó con disminución de la PS. 
 
5.2.3 Bulbos Olfatorios 
Los BOs no solo son importantes en la olfacción, sino que también son 
relevantes en otras funciones fisiológicas. Así, por ejemplo, su integridad ha probado 
ser esencial en la correcta regulación y respuesta cardiovascular (176). Tal como se 
describió en la sección 1.4, proyecta hacia diversas áreas que luego se relacionan con 
el NTS y centros de balance autonómico en el tallo encefálico. Por otra parte, recibe 
aferencias de las regiones a las que proyecta y de otras áreas, como el LC, núcleo del 
rafe, etc, que actuarían como fibras neuromodulatorias. Los BOs presentan una 
citoarquitectura muy particular, organizada en una serie de capas concéntricas, 
encontrando de afuera hacia adentro: ONL, GL, EPL, MCL, IPL y GCL. Brevemente, 
la información olfativa arriba a nivel de los glomérulos, donde resultan particularmente 
importantes la función de interneuronas dopaminérgicas en los circuitos locales de 
integración, a partir de donde los impulsos llegan a neuronas mitrales o a células 
empenachadas, las que conforman las vías de proyección a través del tracto olfatorio. 
Nuestros resultados en este contexto, obtenidos por western blot y por miscroscopía 
de fluorescencia, indican que las modificaciones observadas en la TH corresponderían 
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a alteraciones en las células dopaminérgicas, las que eventualmente modularían la 
actividad de células mitrales y empenachadas, regulando entonces la descarga del BO 
principal. 
En nuestros experimentos, la administración ICV del BQ-610 en animales 
normotensos no indujo cambios significativos en la actividad de la TH de los BOs. 
Este hecho se relaciona con los niveles totales y fosforilados de la enzima, que tampoco 
se vieron alterados, aunque sí evidenciamos frente a este tratamiento una caída 
significativa en la cantidad de ARNm de la TH. Previamente, Nabhen y colaboradores, 
describieron en experimentos ex vivo a corto plazo, que las ETs estimulaban la 
actividad de la TH e incrementaban la fosforilación en Ser19 y Ser40 en los BOs de 
ratas normotensas (182). Así, en 30 minutos de incubación, las ETs probaron estimular 
al sistema catecolaminérgico en el BO de ratas controles en un mecanismo mediado 
por receptores ET-A/ET-B. Por otra parte, en experimentos a largo plazo, las ETs 
incrementaron la expresión proteica y los niveles de mensajero de la TH en una 
respuesta dependiente del ET-A, al menos para la ET-1. Respecto de las menores 
cantidades de TH-ARNm que se encuentran en animales controles inyectados con el 
BQ-610, pudimos observar que éstas no se reflejaron en los niveles proteicos de la 
enzima. Sin embargo, es claro que la respuesta al antagonista BQ-610 es compatible 
con los efectos a largo plazo ya publicados por nuestro laboratorio (181). Estos 
resultados, además, podrían implicar que el sistema endotelinérgico no se encuentra 
sobreestimulado y que, por tanto, las respuestas son menos acentuadas y más lentas. 
Tal vez podríamos haber extraído el tejido de los controles, al menos 4 horas post-
administración del antagonista ET-A, con el objeto de determinar si esa disminución 
del mensajero se traducía en una disminución de la expresión de la TH (273).  
Los BOs de ratas hipertensas presentaron una mayor actividad, fosforilación y 
expresión de la TH (tanto de proteína como de transcripto). Si bien estos resultados se 
correlacionan entre sí, también lo son con los niveles de TH hallados por microscopía. 
Previamente, realizamos realizaron estas mismas observaciones en los BOs de ratas 
hipertensas DOCA-Sal (3). Tal como contemplamos anteriormente, siendo que las 
ratas de este modelo sobreexpresan las ETs a nivel central y el receptor ET-A en esta 
región telencefálica en particular, podríamos considerar el estado de la TH como 
respuesta a la estimulación a largo plazo y sostenida del sistema endotelinérgico 
endógeno. Además, está demostrado que los receptores de ETs activan factores de 
transcripción, algunos de los cuales, pueden unirse al promotor del gen de la TH 
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llevando a incrementos en el mensajero de la misma (82, 148, 255). En este sentido 
Nabhen y colaboradores habían demostrado que el tratamiento prolongado de los BOs 
de ratas normotensas con ETs producía un aumento de la actividad, fosforilación, 
expresión y transcripto de la enzima (181, 182). 
La administración del antagonista específico ET-A indujo, en animales DOCA-
Sal, una significativa disminución de la actividad de la TH, una importante reducción 
en la cantidad de enzima fosforilada (en los 3 sitios de fosforilación), y una muy 
significativa caída en la expresión de la TH, tanto a nivel proteico como de su 
mensajero. Esta respuesta inhibitoria al bloqueo del receptor ET-A tiene correlato con 
el efecto estimulante de la ET-1 ya mencionado y con la sobreexpresión del sistema 
endotelinérgico (69, 308). Por otra parte, se sabe que el volumen total del LCR en la 
rata es de 300 µl aproximadamente y que el mismo circula a un flujo promedio de 2,2 
µl/min, por lo que el total del volumen de líquido presente en el ventrículo lateral 
(cerca de 50 µl) es reemplazado en su totalidad cada 23 minutos (291). Así, pareciera 
ser que, evidenciar cambios en los BOs producto de un efecto directo por exposición 
de una hora a una droga inyectada en el ventrículo lateral, resulta una explicación algo 
exigida. Sin embargo, otro dato aportado por el mismo trabajo indica que, para el caso 
del Paracetamol por ejemplo, la concentración hallada en el líquido extracelular 
cerebral resultó 4 veces mayor a la del LCR presente en las cisternas. De acuerdo a 
esto, podríamos considerar que si bien el BQ-610 demora en llegar al BO, el mismo 
podría concentrarse parcialmente en el tejido, potenciando la respuesta del mismo. No 
obstante, Abramoff y colaboradores comprobaron en experimentos aún no publicados, 
que la estimulación ex vivo durante 30 minutos de los BOs de ratas DOCA-Sal con 
ETs, disminuía la actividad y expresión de la TH en esta región telencefálica. Incluso, 
llamativamente, los efectos fueron más marcados ante la administración de ET-3. Es 
factible que esos resultados no se hayan reproducido en los experimentos de esta tesis 
ya que aquellos fueron realizados con el tejido aislado, durante la mitad de tiempo y 
administrando los ligandos endógenos de los receptores. Es necesario notar que los 
experimentos realizados en este trabajo fueron con antagonistas, durante el doble de 
tiempo e in vivo. Gracias a esto, si bien los resultados son mucho más ricos y 
representativos, también son más complejos de analizar y comprender. Sin embargo, 
los hallazgos tampoco son tan discordantes. Considerando que la estimulación con ETs 
disminuye la actividad de la TH, y teniendo en cuenta que la ET-3 presenta una mayor 
participación en esta respuesta que la ET-1, podríamos inferir que los efectos 
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observados por Abramoff y colaboradores (datos no publicados) estarían mediados por 
el receptor ET-B. En relación a esto, si la administración del antagonista ET-A en 
nuestros experimentos incrementara la concentración de las ETs a nivel parácrino, 
entonces los agonistas endógenos podrían potenciar la respuesta ET-B local. Así, bajo 
esta hipótesis, podríamos encuadrar nuestros resultados con los antecedentes 
previamente observados. Sería interesante contar con experimentos ex vivo donde se 
hubiera administrado las ETs junto con BQ-788 (antagonista ET-B específico), para 
comprobar la incumbencia del receptor en la respuesta inhibitoria. Por otra parte, la 
disminución de la fosforilación de la TH puede deberse principalmente a dos 
mecanismos: desfosforilación o degradación (63, 138, 274). La eliminación del grupo 
fosfato de la TH a nivel central se da principalmente por la PP2A, mecanismo 
altamente regulado, en el que la proteín-fosfatasa es activada, entre otros estímulos, 
por la PKC (274). Así, la velocidad de desfosforilación por parte de esta enzima es: 
TH-PSer40 >> TH-PSer19 > TH-PSer31 > TH-PSer8. El otro mecanismo responsable 
de la eliminación de la TH fosforilada de la célula es la degradación vía el SUP  (35, 
138, 274). Per se, la fosforilación disminuye la estabilidad de la enzima, ya que 
modifica la estructura terciaria de la misma y la vuelve más susceptible a la 
degradación. En este sentido, la fosforilación en posición 19 y 40 constituyen los 
principales estímulos desestabilizantes (274). Este mecanismo de proteólisis es 
relativamente rápido. La degradación en sí, producto de la actividad del proteasoma, 
toma unos pocos minutos, dependiendo principalmente del largo de la proteína (198). 
Así, este mecanismo podría ser responsable de la disminución de la cantidad de enzima 
fosforilada, y por tanto, de enzima total. Creemos que la respuesta al BQ-610 
administrado centralmente involucra al SUP, debido a que la disminución en enzima 
fosforilada se produjo junto con la caída en los niveles totales de TH. Por su parte, fue 
llamativa también la disminución de la expresión del mensajero a valores, en algunos 
casos, indetectables. Si bien Vogel & Marcott indicaron que no necesariamente los 
niveles de ARNm se correlacionan en un 100% con los niveles proteicos (más bien en 
un 40%), suponemos que en animales hipertensos el recambio de la enzima se 
encuentra incrementado (284). Considerando a la enzima estimulada en animales 
DOCA-Sal, gracias al aumento de la proteína, del mensajero, y posiblemente de la 
degradación (contemplando la cantidad de TH fosforilada y lo inestable que es ésta), 
y pensando el sistema de una manera dinámica, posiblemente aquello refleje el mayor 
recambio de la enzima. De esta manera, cambios en el ARNm se expresarían más 
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rápidamente en el contenido proteico. Además, el freno a la expresión de TH podría 
deberse al cese de la estimulación ET-A en sí mismo. Sin embargo, también es posible 
que bloqueo ET-A conlleve a un reajuste del sistema al punto que la sobreexpresión 
de enzima, típica del DOCA-Sal, genere una inhibición de la transcripción del gen de 
TH. En este sentido, Nakashima y colaboradores, observaron mediante imágenes de 
fluorescencia la localización de la TH-PSer19 a nivel del núcleo en células de 
feocromocitoma (PC-12) (191). Los autores no discutieron en detalle este hallazgo, 
pero una posible hipótesis es que la TH-PSer19 a nivel nuclear podría ejercer una 
autorregulación de los niveles de mensajero, como en una suerte de inhibición por 
producto final. De hecho, Nakashima y colaboradores comprobaron que la TH-PSer19 
además se degradaría en el núcleo mediante el SUP expresado en esta organela (190). 
Sin embargo, poco esclarecieron sobre el papel de la TH ubicada a este nivel. Por otra 
parte, no debemos dejar de contemplar que el bloqueo del receptor ET-A podría 
implicar un incremento en las ETs locales, las que podrían así estimular al receptor 
ET-B.  Podríamos suponer entonces que, ante la inyección ICV del BQ-610 podrían 
darse una serie de mecanismos que involucren:  
 Un desbalance hacia el predominio de la degradación de la enzima y 
disminución de la transcripción de la misma, producto del bloqueo del 
estímulo endotelinérgico que mantendría el sistema activado a largo 
plazo. 
 Potenciación de la respuesta ET-B, debido a que la ET presente en el 
líquido extracelular no pueda unirse al ET-A. Este tipo de respuesta 
podría involucrar, entre otras, la activación del sistema del ON, con la 
nitración de la TH, la cual es también una marca para la degradación 
por el proteosoma (261). 
 Una combinación de ambos efectos. 
 
5.2.4 Efectos de la inhibición central del ET-A. Un resumen. 
 En la Figura 68 se resumen los posibles mecanismos responsables de la 
respuesta hemodinámica ante la administración de un antagonista ET-A 
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Figura 68: Resumen sobre los efectos de la inyección aguda via ICV de un antagonista ET-A Se 
esquematiza la respuesta de animales normotensos (A) e hipertensos (B) a la administración de BQ-
610 en los tejidos de interés, la repercusión en el balance autonómico y las consecuencias de este a 
nivel cardiovascular y hemodinámico. Los receptores ET-A se grafican como cilindros rosa y los ET-B 
como cilindros celestes. La cantidad de receptores entre normotensos vs hipertensos se corresponde 
con las cantidades halladas por western blot y/o microscopía de fluoresencia. En cada tejido se indica 
la colocalización ET-A/Tirosina Hidroxilasa (TH) respecto de la ET-B/TH. Se aclara la cantidad / 
actividad de la TH por tejido. El tamaño de la letra y grosor de las flechas en B es indicativo de la 
comparación contra el mismo parámetro en normotensos.  
 
    5.3 Papel del proteasoma: Efectos del MG-132, inhibidor del 20S. (Protocolo 
2). 
Los resultados en las cantidades totales de TH al administrar el antagonista 
específico ET-A en los BOs fueron llamativas. La marcada reducción en la expresión 
total de la enzima ante el bloqueo agudo del receptor ET-A en animales DOCA-Sal, 
difícilmente pueda ser explicada sólo por una disminución en la síntesis de la proteína, 
proceso que lleva más tiempo (273). Es por esto que, para evaluar si el resultado se 
debía a un incremento en la inestabilidad de la TH implicando una mayor degradación 
de la misma, planteamos evaluar el papel del SUP. La maquinaria celular cuenta 
fundamentalmente con 2 sistemas para la degradación de proteínas: la vía lisosomal y 
degradación por el SUP (44, 94, 249, 288). Por su parte, la TH es degradada 
principalmente por éste último (189, 190, 274). Como ya se describió, la fosforilación 
del extremo amino terminal constituye un potente estímulo para la degradación por 
proteasoma (35, 120, 189–191). En este sentido, las fosforilaciones en posición 19 y 
40 son las más relevantes a la hora de estimular la degradación. Llamativamente, 
Nakashima y colaboradores describieron que la degradación de la TH-PSer40 y la TH-
PSer19 ocurren en distintos compartimentos (190). Es así que, la TH fosforilada en 
posición 40, la forma más activa de la enzima y por tanto la más eficiente a la hora de 
sintetizar L-DOPA, se encuentra principalmente a nivel del citoplasma. Sin embargo, 
la TH con grupo fosfato en la Ser19 se expresa en mayor proporción a nivel del núcleo 
celular (190, 191). Siendo que el proteasoma se encuentra descripto en ambos sitios, 
la degradación de cada TH se podría llevar a cabo en su correspondiente 
compartimento (190). Considerando entonces la relevancia del SUP en la degradación 
de la TH, y que observamos en resultados del protocolo 1, ante la administración del 
antagonista ET-A, una disminución importante en la expresión de la enzima, nos 
propusimos analizar el posible papel del SUP en la respuesta al BQ-610 en los BOs. 
Para realizar este abordaje, se trabajó con un inhibidor del proteasoma. En la sección 
1.7 se describió las características de este sistema, así como los inhibidores más 
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empleados en investigación. Elegimos trabajar con MG-132 gracias a su elevada 
permeabilidad, a que presenta una muy baja toxicidad y a que es uno de los inhibidores 
más económicos del mercado, por todo esto resulta ser atractivo a la hora de elegir 
inhibir el proteasoma con el mismo (130, 169). Es un inhibidor reversible, que forma 
un enlace covalente lábil con una Treonina del sitio activo de la subunidad 20S. El 
MG-132, a su vez, presenta una concentración letal 80 (LC80) 10 veces menor que 
otros inhibidores en cultivos in vitro (0,4 µM vs 4 µM) (130, 169). Considerando la 
concentración empleada en esta tesis para el MG-132 (20 µM), es evidente que este 
valor resulta mayor a la LC80. En este sentido, vale reconocer que la concentración 
final alcanzada en el cerebro del animal, producto de la dilución en el LCR de los 
mismos, es menor a los 0,07 µM. A este respecto, Reaney y col en el año 2006, 
demostraron que la incubación a 24 y 48 hs de un cultivo primario de neuronas 
dopaminérgicas con MG-132 (0,1 µM) no indujo cambios en la viabilidad celular 
(227). Creemos importante destacar este hecho, ya que se ha demostrado la elevada 
susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas a la inhibición del Proteasoma (292). 
Además, existe extensa bibliografía sobre la administración periférica de inhibidores 
de proteasoma para el tratamiento de hipertensión pulmonar, como anti-inflamatorio, 
para la remodelación vascular, como quimioterápico, pero poco se sabe de las 
repercusiones de su administración a nivel del SNC (31, 61, 64, 77, 128, 194, 287). Sí, 
se ha demostrado que la inhibición central del sistema de degradación de proteínas 
desarrolla modelos animales que emulan la enfermedad de Parkinson, por acumulación 
de proteínas que conllevan al mal funcionamiento y eventual pérdida de células 
dopaminérgicas (108, 146). Sin embargo, respecto de los efectos a nivel cardiovascular 
podemos mencionar los trabajos de Takaoka y colaboradores,  quienes administraron 
PSI (inhibidor del proteasoma) periféricamente en animales DOCA-Sal en un 
tratamiento crónico (268). Así, este tratamiento probó disminuir la PA en un 
mecanismo dependiente del factor de transcripción NF-kb y de la reducción en el 
ARNm de ET-1 (267, 268). 
 
Considerando el diseño agudo del experimento, y la necesidad de comprobar 
la efectividad del MG-132 a nivel del BO, determinamos la actividad de proteasoma 
en el BO de animales inyectados con LCRa y con MG-132 en el ventrículo lateral. 
Efectivamente, comprobamos que el inhibidor de proteasoma disminuyó la actividad 
del 20S en las muestras, tanto de animales normotensos como de hipertensos, 
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llamativamente en la misma proporción. Así validamos el protocolo, demostrando que 
el inhibidor administrado en el ventrículo lateral, pese a la distancia existente entre el 
ventrículo lateral y el BO, el flujo del LCR y la concentración moderada en el animal; 
efectivamente inhibió al proteasoma del BO.  
 
5.3.1 Parámetros hemodinámicos 
Los inhibidores de proteasoma han sido evaluados como posibles fármacos en 
la HTA. Takota y colaboradores demostraron que la administración de PSI, un ihibidor 
de la subunidad 20S, no solo disminuyó la PA, sino que además indujo un remodelado 
vascular en ratas hipertensas DOCA-Sal (203, 268). Sin embargo, estos experimentos 
fueron realizados a largo plazo (durante 2 semanas) y mediante la administración 
periférica del inhibidor. Los resultados observados por la administración central del 
MG-132 no mostró tener efectos per sé sobre la PA y FC de animales normotensos e 
hipertensos. Sin embargo, la administración del MG-132, previo al BQ-610, atenuó la 
respuesta hemodinámica de los animales DOCA-Sal previamente caracterizada en el 
protocolo 1. Este tratamiento, generó incluso una reversión total en el efecto del 
bloqueante ET-A sobre la PS en animales normotensos, mientras la atenuó en 
hipertensos. Asimismo, el tratamiento conjunto de MG-132 y BQ-610 incrementó la 
PD y la PAM en ratas hipertensas respecto del efecto del BQ-610. Estos resultados 
demostrarían que el efecto del bloqueante ET-A en la PA involucraría la actividad del 
SUP. Si bien esto puede resultar antagónico respecto de los antecedentes descriptos en 
bibliografía, vale resaltar que en dichos casos, la administración se realizó 
periféricamente, oral o endovenosa, mientras que en los experimentos de la presente 
tesis, la inyección fue vía ICV (267, 268, 287).   
 
5.3.2 Bulbos Olfatorios 
La actividad de TH en animales normotensos se vió incrementada ante el 
tratamiento con MG-132, no así con el BQ-610, como se había mencionado con 
anterioridad, o con MG-132+BQ-610. Por lo tanto, la inhibición del SUP en ratas 
controles degradaría en menor proporción los niveles de fosforilación de la enzima. 
De esta manera, las TH fosforiladas tenderían a acumularse y podrían explicar estos 
niveles en la actividad de la enzima. Sin embargo, considerando que la TH es 
igualmente activa en controles tratados con vehículo que en aquellos administrados 
con MG-132 y con BQ-610, podríamos suponer que, si bien basalmente la TH de BOs 
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de ratas controles no responde al BQ-610 administrado ICV, ante una leve 
estimulación del sistema por la inhibición del proteasoma, sí se pondría en evidencia 
que el antagonista fuerza la respuesta disminuyendo la actividad de TH hasta valores 
controles. Los niveles totales y fosforilados de la enzima guardan relación con estos 
resultados y con los obtenidos previamente en el protocolo 1. En particular, para el 
caso del tratamiento con el inhibidor del proteasoma obtuvimos en animales 
normotensos un aumento en los nieles de TH-PSer19, y una tendencia al incremento 
en el resto de las fosfo-serinas y los niveles totales de la enzima. Observamos así 
mismo un leve incremento del mensajero por el tratamiento con MG-132 que no se 
tradujo significativamente en los niveles proteicos de la TH. Por su parte, que estos 
cambios no se hayan visto reflejados en la expresión traducida de la enzima se 
relaciona con que aquello se evidencia sólo en tratamientos a largo plazo (148, 273). 
Por otra parte, si bien el SUP es conocido por su función de degradar proteínas, se 
encuentra descripto que el proteasoma se localiza también a nivel del núcleo celular 
(190, 307). Allí, no solo ejerce su acción degradando proteínas, sino que se involucra 
en regular la transcripción génica, la estabilidad del mensajero, la translocación de éste 
al citoplasma, entre otros procesos (307). De este modo, pueden justificarse los 
resultados observados sobre la expresión del TH-ARNm en el tratamiento de animales 
normotensos, tanto en ausencia como en presencia de BQ-610. Finalmente, respecto a 
la determinación de TH marcada con Ubiquitinas para su degradación, no se 
observaron variaciones ante los tratamientos, lo que guarda relación con la expresión 
proteica de TH cuantificada por western blot. 
En animales hipertensos, la administración del MG-132 no indujo cambios en 
la funcionalidad de la TH. Ya en el año 1998, Takaoka y colaboradores demostraron 
que los animales DOCA-Sal presentaban mayores cantidades y actividad del 
proteasoma que el control uninefrectomizado. Por otra parte, recientemente se 
demostró que el estímulo del receptor ET-B expresado en células de mieloma múltiple 
con ET-1, les reporta a éstas una sobre-regulación del proteasoma, lo que a su vez 
confiere cierta resistencia al tratamiento con agentes inhibidores (279). Considerando 
estos antecedentes, y que los animales DOCA-Sal presentan mayores niveles de ET-1 
en el LCR, entonces podría comprenderse que el MG-132 persé no tenga efectos 
marcados en estos animales. En este sentido, observamos que la inyección ICV de 
MG-132 tampoco modificó los niveles totales de la enzima ni la fosforilación, lo que 
se condice con los resultados de actividad. Solo evidenciamos un incremento en la TH-
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PSer31 ante la administración de MG-132 en ratas hipertensas, pero considerando que 
el proteasoma degrada principalmente la TH fosforilada en posición Ser19 y Ser40, 
desconocemos la implicancia de este resultado (274). El ARN mensajero de la TH se 
encontró incrementado, al igual que ante la administración de vehículo, lo que resulta 
consistente con lo recién descripto. El tratamiento con el inhibidor de proteasoma solo 
pareció incrementar levemente los niveles de TH-Ubiquitinizada, pudiendo indicar 
esto una leve disminución de la actividad de proteasoma, al punto que no llegó a 
expresarse en los otros parámetros determinados.  Respecto a los resultados con el BQ-
610, éstos reprodujeron lo mismo que se había descripto para el protocolo 1. Es decir, 
una disminución de la actividad, que podría deberse a la caída en la expresión proteica 
y fosforilación de la TH, que a su vez se relaciona con la menor expresión del 
mensajero. Respecto a la determinación de la TH marcada para degradación, pudo 
evidenciarse una clara acumulación de ésta. Así, los resultados podrían indicar que, 
dada la actividad del proteasoma basal en ratas DOCA-Sal, la TH marcada que suelen 
presentar estos animales y el estado estacionario de todo este sistema en el BO, ante 
una perturbación del sistema como puede ser el bloqueo del receptor ET-A, podría 
generarse una mayor cantidad de TH-Ub. Sin embargo, siendo que el efecto es agudo, 
es posible que el sistema no se haya estabilizado en su respuesta al BQ-610, y que por 
tanto todavía se observe una mayor cantidad de TH marcada para degradación. En este 
sentido, si consideramos que el bloqueo del receptor ET-A podría generar una 
potenciación de la respuesta ET-B junto con el aporte hecho por Vaiou y 
colaboradores, respecto de la mayor funcionalidad del proteasoma por activación del 
ET-B con ET-1, entonces la acumulación de una proteína marcada con Ub sería 
explicable solo por las cinéticas de cada reacción (marcación, degradación) (279). Por 
otra parte, la administración de MG-132 previo al BQ-610, revirtió los efectos del 
antagonista en todos los casos. La actividad de TH en animales DOCA-Sal+MG-
132+BQ-610, si bien no resultó diferente estadísticamente de la hallada en ratas 
DOCA-Sal con antagonista, sí lo fue respecto de normotensos con vehículo. Además, 
la actividad de TH medida en BOs de ratas DOCA-Sal+BQ-610 fue diferente de la 
observada en ratas hipertensas con vehículo, mientras que las DOCA-Sal+MG-
132+BQ-610 no lo fue. Estas significatividades indican, al menos parcialmente, una 
reversión del efecto del antagonista ET-A en la actividad de la enzima. El mismo tipo 
de comportamiento se observó en las cantidades de TH total y fosforilada, las que a su 
vez dan cuenta de la actividad determinada. Vale rescatar en estos casos que la 
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expresión de TH, TH-PSer31 y TH-PSer19 sí resultó estadísticamente significativa vs 
DOCA-Sal+BQ-610. Del mismo modo, los niveles de mensajero de TH también 
presentaron este tipo de respuesta, cantidades similares a los encontrados en DOCA-
Sal+LCRa, mayores a los de CONTROL+LCRa y DOCA-Sal+BQ-610. En este 
sentido, nuevamente evidenciamos las funciones no proteolíticas del proteasoma en el 
núcleo celular. Por último, al determinar los niveles de TH-Ub en los BOs de ratas 
hipertensas tratadas con MG-132 y con BQ-610, observamos que la marca que se veía 
incrementada por acción del bloqueante ET-A, se vio revertida, al menos parcialmente, 
por la previa administración del inhibidor de proteasoma. De esta manera, y tomando 
en cuenta los datos previos hallados en bibliografía, podríamos suponer que la 
actividad de proteasoma basalmente incrementada en ratas DOCA-Sal, que pareciera 
no modificarse por la administración de un inhibidor de la estructura 20S, sí evidencia 
una inhibición parcial por la coadministración de MG-132 y BQ-610, al punto que 
revierte el efecto del bloqueo ET-A. Así, como en muchos otros experimentos, el 
inhibidor persé no tiene efecto propio, pero su función se puso de manifiesto ante la 
exacerbación del sistema, en nuestro caso, por administración del antagonista ET-A. 
  
De esta manera, demostramos el papel del SUP en la degradación de la TH ante 
el cese del estímulo ET-A. Nuevamente, los cambios se evidencian en animales 
hipertensos, que presentan todo el sistema exacerbado, no solo en la expresión de ETs 
y del sistema catecolaminérgico, sino también en la actividad del proteasoma. 
 
    5.4 Efectos de la administración ICV de IRL-1620, un agonista ET-B 
(Protocolo 3). 
Se encuentra ampliamente descripto, a nivel del SNC, que la expresión de 
receptores de ETs es principalmente ET-B. Si bien en la vasculatura cerebral la 
distribución de éstos se halla bien definida, siendo el ET-B de expresión 
preferentemente endotelial mientras que el ET-A se circunscribe más a las células 
musculares lisas vasculares; ambos receptores también se observan a nivel de neuronas 
y glía (56, 131, 185, 247). Pese a la mayor expresión de ET-B que se describe para 
animales normotensos, en nuestro modelo experimental de HTA encontramos 
aumentos en la expresión de ET-A en regiones vinculadas con la simpatoexcitación, 
así como en los BOs, y una disminución del ET-B en estos últimos. Estos resultados 
presentan la misma tendencia que otros trabajos, donde se describe que en otros 
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modelos animales hipertensión o de isquemia cerebral se relacionan con un aumento 
en la expresión de ET-A a nivel central (110). 
 De acuerdo a los resultados del Protocolo 1, habíamos dejado planteada la 
incógnita sobre la posible intervención del receptor ET-B en la mencionada respuesta 
a ET-A. Previamente se ha demostrado en la pituitaria anterior de ratas que el bloqueo 
ET-A aumentaría las ETs a nivel parácrino, las que entonces podrían unirse al ET-B 
libre (98). Nuestra hipótesis sobre el desplazamiento del ligando hacia el otro receptor 
por administración de un bloqueante, se sustenta entonces en este tipo de antecedentes 
y en las afinidades de los receptores por las ETs. En la mayoría de los textos se 
describen por separado la afinidad los distintos receptores de ETs por los diferentes 
isopéptidos, no contrastándolas entre sí. Pero para que nuestra hipótesis fuera posible, 
las afinidades de ambos receptores por los ligandos deberían ser necesariamente 
similares, de otra forma no existiría competencia. De acuerdo a esto, se encontraron 
los siguientes datos (Tabla 13):  
 
Tabla 13: Afinidades de los receptores ET-A y ET-B por los diferentes ligandos. La afinidad se la 
expresa como pKd, es decir, como el -log10 Kd (M). 
 
 ET-A ET-B 
Ligando pKd Bibliografía pKd Bibliografía 
[125I] ET-1 9,1-10,5 
Davemport 1995, 
Karet 1993, 
Kondo 1994 
9,2-10,0 
Davemport 1995, 
Kilpatrick 1993, 
Kondo 1994 
Molemaan 1993 
ET-3 - - 9,9-11,6 
Russiel 1996 
Williams 1991 
IRL-1620 - - 9,8-10,1 Nambi 1994 
 
Así, observamos que la cinética de unión de la ET-1 con estos receptores es 
bastante similar, por lo que resultaría posible que se establezca cierta competencia 
entre los sitios de unión para la ET. Es así que, para comprobar si la estimulación ET-
B era nula, total o parcialmente responsable, decidimos estudiar qué sucede cuando se 
administra un agonista específico para dicho receptor en el ventrículo lateral en nuestro 
modelo experimental.   
 
5.4.1 Parámetros hemodinámicos 
 La administración central del IRL-1620 en animales normotensos no produjo 
variaciones significativas comparado con la inyección de vehículo en los 60 minutos 
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de registro. El agonista ET-B pareció disminuir la PD y la PAM, así como la PS en 
particular al final del registro, pero las diferencias no fueron significativas. Solo la FC, 
que osciló durante la mayor parte de la medición, cayó a los 60 minutos producto de 
la inyección del IRL-1620. Estos datos son consistentes con la bibliografía. Rebello y 
colaboradores demostraron que concentraciones similares de IRL-1620 administradas 
ICV no generaban cambios en la PA, FC, VM, VS ni RTP a los 30 minutos de 
inyectados en ratas normotensas (228). De esta manera, los autores concluyeron que 
los efectos hipertensivos de la ET-1 administrada centralmente en el ventrículo lateral 
eran mediados por ET-A. Con nuestros resultados, confirmamos que la administración 
central de un agonista ET-B, a corto plazo no repercuten en parámetros 
hemodinámicos de ratas normotensas. 
Animales hipertensos del modelo DOCA-Sal respondieron marcadamente al 
IRL-1620, presentando una importante y muy significativa caída en la PS, así como 
también disminuciones más leves de las PD y PAM, hecho que no se reprodujo a nivel 
de la FC. Parecería ser entonces, que la respuesta en estos animales implicaría una 
disminución de la contractilidad cardíaca, con una leve repercusión en la resistencia 
vascular periférica. Es llamativo que no se hallan evidenciado cambios en la FC 
generados por el barorreflejo. A este respecto, Kohan y colaboradores en su revisión 
del año 2011 indicaron que las ETs podrían modular este reflejo y que, si bien los 
mecanismos aún se encuentran poco esclarecidos, estos péptidos parecerían atenuar la 
sensibilidad al mismo (131). Prácticamente no existe en bibliografía antecedentes 
donde se administre un agonista específico ET-B centralmente a animales hipertensos 
y se determinen parámetros hemodinámicos. En este sentido, demostramos por 
primera vez gracias a este protocolo experimental que la administración de agonistas 
ET-B con blanco de acción en el SNC, podrían ser un prometedor blanco terapéutico 
en individuos con desregulación del sistema cardiovascular. Otros trabajos describen 
posibles efectos beneficiosos para los agonistas específicos ET-B (56, 159, 160). En 
circunstancias como el infarto isquémico cerebral, agonistas ET-B específicos han 
demostrado su utilidad en la regeneración neuronal y de los vasos, especialmente 
cuando fueron administrados el mismo día de la lesión (23, 149). El IRL-1620 también 
demostró mejorar habilidades cognitivas en modelos animales de Alzheimer y de 
enfermedad neurodegenerativa por diabetes (23, 24). En este sentido, Brunner y 
colaboradores en su revisión del año 2006, sugirieron que los efectos mediados por el 
receptor ET-B se encuentran más relacionados con la regulación de situaciones 
 185 
 
Discusión 
fisiológicas mientras que los mediados por ET-A se relacionan más bien con 
condiciones fisiopatológicas (25). Por otra parte, también se describe que los efectos 
mediados por uno u otro receptor suelen ser antagónicos, de ahí que si se administran 
antagonistas ET-A para el tratamiento de la HTA, por qué no emplear agonistas ET-B 
(131). El problema radica en que estos receptores se encuentran diseminados en todo 
el organismo, y que un agonista, para que sea útil, debería unirse sólo en el área que 
se desee afectar (131). Es probable que por este motivo existan numerosos estudios en 
donde se contraindica el uso de estimulantes ET-B. Es claro que más estudios deberían 
realizarse para confirmar la utilidad de agonistas específicos como posibles agentes 
terapéuticos.  
 
5.4.2 Hipotálamo 
 En el HA de ratas normotensas tratadas con agonista ET-B, pudimos observar 
que la actividad de la TH no se afectó, al igual que la cantidad de TH fosforilada en 
Ser19 y Ser40. Siendo que éstos son los responsables del mayor incremento en 
actividad de la enzima, los resultados fueron coherentes entre sí (63, 274). Por otra 
parte, se evidenció un llamativo incremento de la TH-PSer31 y de los niveles totales 
de enzima, pese a la disminución del mensajero. A la luz de los antecedentes del 
laboratorio, donde se comprobó que las ETs disminuyen la actividad de la TH en un 
mecanismo dependiente de la estimulación ET-B, podríamos nuevamente justificar 
nuestros hallazgos mencionando las diferencias en los diseños experimentales. Así, en 
nuestro caso, el IRL-1620 pudo no haber ejercido un efecto directo, sino mediante la 
activación de alguna área que proyecta sobre el HA. Por otra parte, el aumento en la 
TH-PSer31, si bien puede no relacionarse con un incremento en la actividad 
enzimática, sí podría dar indicios acerca de la ubicación de ésta en las neuronas (274). 
Se sabe que la fosforilación en esta posición, marca la enzima para su ubicación en 
proyecciones neuronales (274). Salvatore y colaboradores demostraron que la TH-
PSer31 sería importante en la regulación in vivo de la enzima, particularmente en la 
región somatodendrítica (240). Así, el estímulo ET-B podría marcar la enzima para su 
relocalización. Por otra parte, fue importante el incremento en los niveles de expresión 
de la enzima. Evidenciamos un aumento del 50% en la cantidad de TH en respuesta a 
la inyección del agonista en un experimento agudo. Considerando el flujo del LCR in 
vivo en estos animales, los resultados deberían explicarse con mecanismos rápidos de 
respuesta. Podríamos postular entonces que lo que observamos se deba a una 
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regulación por parte de algún área a donde llegue más fácilmente el IRL-1620 
administrado ICV. Sin embargo, previamente en el laboratorio observamos 
incrementos en la expresión de la TH por estímulos de tan solo 30 minutos a esta región 
hipotalámica (Abramoff y colaboradores, datos no publicados). Habría que 
profundizar los estudios a este respecto para terminar de comprender el significado y 
la relevancia del comportamiento observado. Estos resultados se presentaron junto con 
una disminución de los niveles de mensajero de TH. No contamos con antecedentes a 
este respecto sobre los efectos de las ETs en la transcripción de la TH en nuestros 
modelos experimentales. Sin embargo, se ha comprobado que el estímulo de esta área 
con ETs a largo plazo disminuía la expresión proteica de la enzima (217). Así, estas 
observaciones pueden ser producto de la disminución en la expresión del mensajero 
de TH que se hayan visto reflejado en los niveles proteicos de la enzima horas más 
tarde. De esta manera, nuestros resultados podrían explicar aquellos valores publicados 
con anterioridad. Finalmente, podría pensarse que la respuesta al estímulo ET-B 
prepara la neurona TH positiva a nivel del HA para responder de manera rápida y 
aguda a una exigencia sináptica, incrementando la cantidad de proteína y, 
posiblemente, su localización en proyecciones, aunque limitando la cantidad de 
mensajero disponible.  
Particularmente, en el caso de las ratas hipertensas DOCA-Sal, observamos un 
incremento no significativo en la actividad de TH y un aumento en los niveles de TH-
PSer40, que podría explicar aquella tendencia. Estos resultados nuevamente tendrían 
correlato con lo visto previamente en el laboratorio donde comprobamos que al 
estimular con ETs los HA de ratas hipertensas, aumentaba la actividad de la TH 
(Abramoff y col., datos no publicados). Así, evidenciamos en este aspecto una 
diferencia importante entre las respuestas al antagonista ET-A y al agonista ET-B: la 
estimulación del ET-B en el HA generaría un incremento en la actividad 
catecolaminérgica y, que podría relacionarse con un aumento de la descarga 
simpatoinhibitoria (207, 209, 215, 299, 300). En última instancia, esto llevaría a una 
caída en los parámetros hemodinámicos. Por otra parte, los resultados hallados sobre 
la expresión del mensajero de TH en animales DOCA-Sal, se correlacionan con los 
niveles proteicos previamente caracterizados, tanto para la administración de vehículo 
como para el agonista ET-B.  
Comparando los efectos de los tratamientos con antagonista ET-A o agonista 
ET-B, pudimos observar que el IRL-1620 indujo un efecto más marcado que el BQ-
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610. Así, el incremento a nivel de la actividad de la TH en ratas hipertensas respecto 
del inhibidor, que se condice con la fosforilación de la enzima, podría ser un indicador 
de porqué en animales DOCA-Sal la respuesta hemodinámica fue más importante con 
el IRL-1620 que con el bloqueante ET-A. 
 
El HP de animales normotensos, al ser inyectados con el agonista específico 
ET-B, respondió muy levemente a éste. Observamos una menor actividad de TH, 
aunque no significativa comparada con el vehículo, una disminución de los niveles 
fosforilados de la TH, que solamente fue significativa en el caso de TH-Ser19, y un 
incremento en los niveles de TH-ARNm. Estos resultados se corresponderían con 
aquellos publicados previamente por Perfume y colaboradores (216). En ambos casos, 
la estimulación del ET-B, con ETs ex vivo o con IRL in vivo, disminuyó la actividad y 
fosforilación de la TH. La menor cantidad de TH-PSer19 tal vez tenga correlato con 
la leve caída en la fosforilación de Ser40, considerando la jerarquía de la fosforilación 
descripta para esta enzima (63). Estas tendencias a su vez se reflejan en la leve 
disminución en la actividad de la TH para este grupo experimental. Sin embargo, vale 
recordar que esto es un resultado que en esta tesis no fue significativo, lo que podría 
nuevamente poner en evidencia lo complejo de la respuesta ante una droga 
administrada in vivo, tal como se observó para el caso del HA. Respecto a los niveles 
de mensajero, si bien los resultados no se correspondieron con un incremento en la 
expresión de la enzima, al igual que se explicó para HA, la respuesta a esto la podemos 
encontrar en la bibliografía. Perfume y colaboradores demostraron que la estimulación 
a largo plazo del HP con ETs (ex vivo) en animales normotensos incrementaba la 
expresión de la TH total (217). Estos resultados podrían explicarse con los niveles de 
mensajero observado por estimulación aguda del receptor ET-B. Es así que, en nuestro 
diseño experimental, si la exposición al agonista se hubiera prolongado por más 
tiempo, tal vez podríamos haber observado los incrementos de proteína de TH vistos 
en los experimentos ex vivo. En este sentido, comprobamos que las respuestas agudas 
a ET-B eran mediadas por la vía del ON (217). Por otra parte, se encuentra comprobado 
que en células cromafines adrenales la vía del ON estimula la síntesis de TH-ARNm 
(136). Sin embargo, futuros ensayos deberían realizarse para comprobar este 
mecanismo de señalización. 
Por su parte, animales hipertensos tratados centralmente con IRL-1620 
presentaron una disminución de la actividad de TH, junto con un importante 
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incremento en la fosforilación respecto de las ratas DOCA-Sal con vehículo, 
principalmente en la TH-PSer19 y TH-PSer31, y una reducción en los niveles de 
mensajero. En una primera aproximación, estos resultados parecerían ser 
completamente discordantes entre sí. Sin embargo, vale considerar que el receptor ET-
A se encuentra plenamente funcionante en estos experimentos, por lo que la 
estimulación con un agonista del ET-B, podría incrementar los niveles de ET-1 locales, 
los que pueden estimular al ET-A y complicar la observación del efecto ET-B puro. 
Puede aportar sustento a esta explicación el hecho de que hayamos encontrado mayor 
expresión de ET-A en esta región en ratas hipertensas. Además, está descripto que los 
receptores ET-A y ET-B podrían comunicarse y generar respuestas de manera 
conjunta, potenciándose o requiriendo la ocupación de uno para que el otro pueda ser 
accionado (225). El escenario es todavía más complejo si contemplamos que estas 
explicaciones podrían darse de manera conjunta. Vale agregar que estas 
consideraciones también son válidas en todos los resultados de la presente tesis. Es 
bastante paradójico, que en los HPs de animales DOCA-Sal se hayan observado 
incrementos en los niveles de Ser19, y que éstos no se hayan traducido en mayores 
cantidades de Ser40. En este sentido, también es controversial que dos tratamientos 
con iguales cantidades de TH-PSer40, DOCA-Sal+LCRa y DOCA-Sal+IRL-1620, 
presenten diferente actividad. A este respecto, es bien conocida la importante 
regulación que sufre la TH según el entorno que la rodea. De esta manera, su actividad, 
puede ser afectada por la cantidad de CA presente, de tetrahidobiopterina, etc (2, 120, 
274). Así, un entorno no favorable podría afectar negativamente la actividad de la TH, 
pese a presentar el mismo grado de TH-PSer40. Los niveles de la TH-PSer31, son 
fácilmente explicables considerando que la estimulación ET-B conlleva a la activación 
de la vía de las ERK, que son quinasas de esa serina en particular (95, 131, 158, 199, 
202). Por otra parte, respecto a la menor cantidad de mensajero, pero igual expresión 
proteica, podemos sugerir nuevamente que el correlato de esto puede observarse en los 
experimentos de incubación del HP a largo plazo con ETs. Respecto de la comparación 
entre las respuestas al BQ-610 y al IRL-1620, si bien la actividad neta de TH en 
animales normotesos e hipertensos fue igual, observamos en el caso particular del HP 
de ratas DOCA-sal que el IRL-1620 aumentó las cantidades de todas las formas de TH 
fosforilada evaluadas y disminuyó más marcadamente los niveles de mensajero. Es 
llamativo así mismo que las ratas controles e hipertensas hayan respondido de manera 
tan diferente, cuando expresan la misma cantidad de receptores ET-B, al menos 
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determinados por western blot. Sin embargo, esto puede deberse a que el entorno 
propio en cada situación es diferente.  
 
5.4.3 Bulbos Olfatorios 
 Los BOs fueron analizados para evaluar su respuesta a la administración del 
agonista ET-B. En este sentido encontramos que el IRL-1620 llamativamente 
incrementó los niveles de TH-PSer19 y TH-PSer40 en ratas normotensas, sin afectar 
la actividad de ésta. Tampoco vimos alteraciones en la TH-PSer31, la cantidad total 
de enzima o el mensajero de ésta. Ya mencionamos los experimentos ex vivo de 
Nabhen y colaboradores quienes demostraron que el estímulo de los BOs con ETs a 
corto plazo inducía un incremento en la fosforilación de la TH (182). Nuevamente es 
extraño que la fosforilación no afecte la actividad de la enzima, pero las 
consideraciones mencionadas en párrafos anteriores sobre los diseños experimentales 
y el posible condicionamiento local de la TH también son válidas en este caso. La 
administración de IRL-1620 en estos animales no indujo cambios en la expresión del 
mensajero, en correlato con los niveles proteicos de TH. No contamos con 
antecedentes a este respecto en los BOs, ya que en los resultados publicados por 
Nabhen y colaboradores no se determinó el mensajero de TH por tratarse de 
estimulaciones de solo 30 minutos (182). 
La actividad de la TH en BOs de ratas DOCA-Sal+IRL-1620 disminuyó, al 
punto que no resultó diferente de los valores hallados en animales normotensos. La 
fosforilación en Ser19 y Ser40 acompañaron estas observaciones, junto con una 
importante y muy significativa reducción de los niveles de enzima. El ARNm de ésta 
disminuyó de manera concomitante. Claramente, la actividad de la enzima se 
correlaciona con la cantidad de TH y la fosforilación de la misma. Ahora bien, en 
nuestro laboratorio observamos que la administración de ETs ex vivo en los BOs de 
ratas DOCA-Sal, disminuía la fosforilación y la expresión proteica a los 30 minutos 
de incubación, con una respuesta mucho más acentuada para ET-3 (Abramoff y 
colaboradores, datos no publicados). Tal vez sería interesante repetir estos 
experimentos incubando con antagonistas específicos, para comprobar si la respuesta 
es vía estimulación ET-B. Por otra parte, los niveles de TH-PSer31 se mantuvieron 
iguales a la administración de vehículo. En este sentido, las principales quinasas que 
actúan a sobre la mencionada posición son las ERK1/2 y la Cdk 5 (274). A nivel 
cerebral se observó que la potenciación de la respuesta ET-B responde a la activación 
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de las ERK1/2 (95). Luo y colaboradores por otra parte, demostraron en vasos 
sanguíneos que la actividad contráctil estimulada por ET-B dependía de la 
fosforilación y activación de las ERK1/2 (158). Por otra parte, se ha demostrado 
recientemente en células de la glía, vecinas a los órganos circunventriculares, que el 
receptor ET-B regula la actividad de un canal de sodio en un mecanismo dependiente 
de las fosforilaciones en las ERK1/2 (199). Así, tendría sentido que la estimulación 
ET-B, medie la activación de las ERK1/2 y que éstas a su vez tomen como sustrato la 
Ser31 de la TH. Siendo que estas quinasas no están relacionadas con la fosforilación 
de la enzima a nivel de Ser19 y Ser40, sería coherente no observar un incremento de 
éstas en nuestros experimentos. Respecto de la importante caída de las TH-PSer19 y 
TH-PSer40, que se presentaron junto con una reducción de la cantidad total de enzima, 
puede considerarse, al igual que para el protocolo 1, la implicancia del SUP en esta 
respuesta. Por otra parte, la expresión del mensajero de la TH en los BOs de los 
animales hipertensos sometidos al protocolo 3 disminuyó a valores que no diferían del 
normotenso. Siendo que no hay antecedentes al respecto, nos es difícil contextualizar 
este resultado. Sin embargo, el mismo guarda relación con los efectos del IRL-1620 a 
nivel de la TH. 
Comparando las respuestas de los tratamientos, pudimos observar que la 
administración del BQ-610 y la de IRL-1620 indujeron el mismo efecto en la actividad 
de TH. De esta manera, el bloqueo del receptor ET-A y la estimulación del ET-B, en 
animales normotensos no se relacionaron con cambios en este parámetro, mientras que 
ambos produjeron en los animales hipertensos una importante caída en la actividad 
enzimática. Por otra parte, recurriendo a los niveles totales y fosforilados de la enzima, 
vemos que los efectos del antagonista ET-A y del agonista ET-B son bastante dispares. 
Así, las principales diferencias entre los protocolos 1 y 3 se darían, en el animal 
normotenso, por el incremento de la expresión de TH y de las formas fosforiladas en 
Ser 19 y 40 por tratamiento con IRL-1620, mientras que en el hipertenso, también por 
efecto estimulante del ET-B, se incrementarían los niveles de TH-PSer31 y TH-
PSer40, disminuyendo la TH total. Finalmente, respecto de la expresión del mensajero 
de la TH en los BOs de los animales hipertensos sometidos al protocolo 3, observamos 
la misma tendencia que en el protocolo 1, la cuantificación del mensajero fue menor 
por IRL-1620. Podría suponerse, en función de los efectos del BQ-610 y al IRL-1620 
que las respuestas de los mismos son similares en ratas hipertensas, solo que diferentes 
en el tiempo. Es decir, podríamos suponer que la estimulación ET-B genera en el 
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tiempo de exposición, una importante disminución del mensajero de TH que tiende a 
recuperarse al final del tratamiento, y la máxima degradación de la proteína, que se 
observa en un contenido mínimo. Por otra parte, ante la administración de BQ-610, si 
aceptamos la hipótesis de los mismos efectos, pero retrasados por el IRL-1620, 
podríamos observar entonces que el mensajero se encuentra disminuido, sin que se 
observe una recuperación, mientras que el balance degradación-síntesis que conlleva 
al valor de proteína de TH, todavía no se halla en el mínimo de la respuesta. De ser 
esto así, entonces la respuesta al bloqueo ET-A podría representar una potenciación de 
la respuesta ET-B, en particular para el BO, solo que diferida en el tiempo. Igualmente, 
la demora en la llegada de las drogas a la región por medio del LCR del animal, podrían 
complicar esta explicación por cuestiones cinéticas. Deberíamos realizar experimentos 
menos prolongados para comprobar esta hipótesis. Además, otro elemento a tener en 
cuenta, y que podría cuestionar la explicación anterior es que si el efecto es directo por 
estimulación del ET-B con IRL-1620, entonces dichas respuestas deberían presentarse 
antes que las del BQ-610. Especialmente si suponemos que parte de los efectos del 
antagonista se deben a un desplazamiento del ligando hacia la potenciación ET-B, es 
así que estos efectos deberían demorarse respecto de la estimulación con el agonista. 
Sin embargo, que esto no ocurra, tampoco descarta nuestra hipótesis. Vale considerar 
que en los experimentos donde administramos IRL-1620, la ET-1 endógena podría 
estimular el receptor ET-A. Considerando que en la mayoría de los casos las respuestas 
evocadas por ambos receptores son opuestas (131), cobra sentido que se demore la 
expresión de la estimulación ET-B, siendo que su respuesta debe primero sobrepasar 
el efecto de la activación ET-A con el ligando endógeno. 
 
 5.4.4 Efectos de la estimulación central del ET-B. Un resumen. 
En la Figura 69 se resumen los posibles mecanismos responsables de la 
respuesta hemodinámica ante la administración de un agonista ET-B 
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Figura 69: Resumen sobre los efectos de la inyección aguda via ICV de un agonista ET-B. Se 
esquematiza la respuesta de animales normotensos (A) e hipertensos (B) a la administración de IRL-
1620 en los tejidos de interés, la posible repercusión en el balance autonómico y las consecuencias de 
este a nivel cardiovascular y hemodinámico. Los receptores ET-A se grafican como cilindros rosa y los 
ET-B como cilindros celestes. La cantidad de receptores entre normotensos vs hipertensos se 
corresponde con las cantidades halladas por western blot y/o microscopía de fluoresencia. En cada 
tejido se indica la colocalización ET-A/Tirosina Hidroxilasa (TH) respecto de la ET-B/TH. Se aclara 
la cantidad / actividad de la TH por tejido. El tamaño de la letra y grosor de las flechas en B es 
indicativo de la comparación contra el mismo parámetro en normotensos.  
 
   5.5 Discusión general. 
 A lo largo de la tesis hemos caracterizado aspectos de nuestro modelo 
experimental, así como enumerado y descripto las respuestas a las drogas empleadas. 
Trataremos en esta última sección de discutir las limitaciones y consideraciones del 
trabajo, de coordinar las respuestas de todos los protocolos, junto con la distribución 
y expresión de los receptores, y de contextualizar estos hallazgos en el conocimiento 
que se tiene hoy sobre estos temas.  
 
Comparando los resultados de los protocolos 1 y 3, encontramos que si bien en 
la mayoría de los casos la respuesta del IRL-1620 fue muy similar a la del BQ-610, 
existieron ciertas diferencias que, tanto a nivel hipotalámico como en los BOs, nos 
inducen a creer en una respuesta compartida entre ambos receptores endotelinérgicos. 
Profundizando aún más en las posibles explicaciones, podría ser que las respuestas al 
BQ-610 hayan sido producto del bloqueo del receptor ET-A junto con la estimulación 
del ET-B por el ligando endógeno; así como también que las respuestas al IRL-1620 
en realidad hayan correspondido a la expresión conjunta de la efectiva activación del 
ET-B por el agonista, junto con la estimulación del receptor ET-A por la presencia del 
ligando endógeno en el medio. Este tipo de consideraciones hizo más complejo el 
escenario, pero nos permitió así mismo, explicar resultados no muy claros. En el 
presente trabajo, gracias a los resultados hallados por el bloqueo o estimulación central 
del sistema endotelinérgico se logró comprender más sobre la fisiopatología que 
subyace a la HTA. En este sentido, comprobamos que el modelo sal dependiente, 
DOCA-Sal, que cursa con elevadas concentraciones de ET-1 circulantes, presenta así 
mismo exacerbado el sistema endotelinérgico a nivel central. Los efectos de la 
administración central de un antagonista específico demostraron justamente esto, ya 
que en ratas hipertensas indujo una respuesta hemodinámica mucho más acentuada 
que en animales normotensos. Lo mismo sucedió a nivel del HP y de los BOs. 
Sabíamos que el tratamiento a largo plazo del HP con ETs incrementaba la 
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funcionalidad de la TH en un mecanismo ET-A/ET-B dependiente (217). Asimismo, 
conocíamos que el mismo protocolo aplicado al HP de ratas DOCA-Sal también 
incrementaba la actividad y fosforilación de la TH. En este contexto, habiendo 
observado en la presente tesis que la inhibición del receptor ET-A generó una caída en 
dichos parámetros en animales hipertensos, cabría suponer que éstos, per se, presentan 
una respuesta endotelinérgica mayor a la de normotensos. Respecto de los BOs, 
contábamos con que la estimulación ex vivo con ETs, provenientes de ratas 
normotensas, producía un incremento de la actividad y fosforilación de la TH a corto 
plazo, así como también una estimulación de la expresión proteica y del mensajero a 
largo plazo (181, 182). Sin embargo, sabíamos que la administración exógena de ETs 
a BOs aislados de ratas hipertensas, inducía a corto plazo una caída en la expresión, 
fosforilación y actividad de la TH. A este respecto, en nuestros experimentos 
demostramos que la inyección del antagonista en animales normotensos solo mostró 
disminuir el mensajero de la TH, mientras que en hipertensos redujo los niveles de 
transcripto, la cantidad de enzima total (mediada por el SUP) y fosforilada y la 
actividad de ésta. Así, a nivel de los BOs nuevamente evidenciamos una sobre-
expresión del sistema endógeno. Estos resultados, en HP y BOs, además se 
acompañaron de un incremento en la expresión del receptor ET-A, y en la mayor 
colocalización ET-A/TH a nivel de la LG en BOs, respecto de animales normotensos, 
lo que sería otro factor contribuyente a la mayor expresión de la inhibición del receptor. 
Llamativamente, estas áreas se vinculan, directa o indirectamente, con centros 
simpáticos y vasomotores en niveles más inferiores del SNC (12, 33, 163, 207, 257, 
299). En este sentido, está demostrado que su estimulación o lesión se relaciona con 
una desregulación de la descarga simpática con impacto en la PA en algunos casos 
(83, 176, 243, 282). Nuestros animales hipertensos, caracterizados por un incremento 
en el tono simpático y la elevación de la PA, presentaron sobre-estimulados tanto en 
el HP como los BOs, de manera que, ante la administración central del antagonista ET-
A, la caída en la actividad de la TH, formas fosforiladas, etc, se relacionó con la caída 
en la PA, principalmente del componente sistólico. Creemos que la PD puede no 
haberse visto afectada, de la misma manera que la PS, debido a factores locales que 
cobran relevancia ante la caída de la descarga simpática en la determinación del tono 
venoso, de la resistencia total periférica y por lo tanto de esta. El HA, área 
simpatoinhibitoria, pareció no responder al bloqueo del receptor ET-A. De esta 
manera, probaríamos que la inhibición del receptor ET-A, por efecto en sí mismo, por 
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potenciación de la respuesta ET-B, o por ambos mecanismos, conduciría a una caída 
en la PA, respuesta que probablemente se deba a una disminución en la descarga 
simpática. Esto demostraría la potenciación de la respuesta endotelinérgica endógena, 
al menos a nivel del BO y del HP, sea por bloqueo de una sobre-estimulación 
preexistente, o bien por una potenciación de respuesta en sitios de unión no afectados 
en el experimento.  
 Por otra parte, la administración del agonista específico ET-B, también probó 
tener efectos a nivel hemodinámico, particularmente en ratas hipertensas, 
disminuyendo la PS, PD y PAM. Ante este tratamiento, el HA de ratas DOCA-Sal, 
sufrió cierto incremento, no significativo, de la actividad de la TH, y de la TH-PSer31. 
A su vez, el HP presentó menores niveles de actividad de la TH y de mensajero de la 
enzima, así como incrementos en la fosforilación de la misma, mientras que los BOs 
mostraron una caída de la actividad, fosforilación, expresión y mensajero de TH. 
Nuevamente, vistos en conjunto, estos resultados indicarían que el estímulo ET-B 
disminuiría la actividad de áreas, en última instancia, simpatoexcitatorias, a la vez que 
estimularía levemente áreas simpatoinhibitorias. Estos efectos convergerían en la 
disminución del tono simpático, característicamente exacerbado en ratas DOCA-Sal, 
y podría explicar, al menos parcialmente, los resultados obtenidos en los parámetros 
hemodinámicos. Tal como se explicó anteriormente, respecto de la PD y la resistencia 
total periférica, nos inclinamos a pensar que las mismas no se vieron disminuidas en 
gran medida por los efectores y moduladores locales. Además, vale considerar que los 
vasos de animales hipertensos presentan ciertas remodelaciones que los pueden hacer 
refractarios a ajustes finos en su grado de contracción.  
En función de los resultados resumidos previamente, podrían pensarse a las 
drogas que tiene como blanco los receptores de ETs, como posibles agentes 
terapéuticos para el caso de la HTA. Se detalló en la introducción lo importante que es 
esta patología a nivel mundial, la cantidad de muertes que se cobra anualmente, y lo 
preocupante que es para los sistemas de salud en la mayoría de los países del mundo. 
Se aclaró así mismo lo compleja que es y los factores que influyen para su desarrollo, 
incluido el elevado consumo de sodio. En este sentido, el modelo animal elegido para 
realizar esta tesis se caracteriza por presentar incrementada la producción vascular de 
ET-1 y ser sal dependiente (69, 245, 308). Los efectos hipertensivos de la ET-1 parecen 
ser al menos parcialmente dependientes de la sal, ya que la infusión crónica de ET-1 
sólo aumenta la PA cuando se combina con una dieta alta o normal de sal (5, 179, 245). 
 196 
 
Discusión 
Tanto los antagonistas de los receptores selectivos de ET-A como los mixtos ET-
A/ET-B reducen eficazmente la PA en los modelos de HTA que van acompañados de 
un aumento de ET-1 (177). En la actualidad, la Food and Drug Administration ha 
aprobado la comercialización de fármacos antagonistas de los receptores de ETs, 
específicos ET-A o mixtos ET-A/ET-B (Bosentan, Darusentan, Ambrisentan), para el 
tratamiento de hipertensiones resistentes (aquellas donde la hipertensión no responde 
a pesar de tomar tres o más agentes antihipertensivos de diferentes clases, incluyendo 
un diurético, a dosis apropiadas) o de hipertensión pulmonar. Sin embargo, muchos 
son los efectos adversos que presentan estos principios activos, lo que limita mucho 
su empleo en la clínica. De hecho, la aplicación se circunscribe a subconjuntos 
específicos de pacientes hipertensos en los que los beneficios superan los riesgos. No 
hay ensayos que comparen antagonistas del receptor ET-A con inhibidores ET-A/ET-
B. Sin embargo, los datos parecerían orientar hacia la administración de drogas cuyo 
blanco es el ET-A ya que éstos serían promisorios (174). Sin embargo, conociendo los 
muchos efectos benéficos que tiene la estimulación ET-B, pocos estudios hay sobre el 
empleo de tales agonistas en el tratamiento de esta patología. Se sabe que, a nivel 
periférico, la estimulación ET-B tendría funciones convenientes para el tratamiento de 
la HTA tales como, según la dosis, una respuesta vasodilatadora mediada por ON, 
facilita la eliminación renal de sodio, entre otros mecanismos de acción. Planteamos 
entonces, en función de nuestros resultados la posibilidad de administrar un agonista 
ET-B, con tropismo por el SNC, como nuevo posible blanco terapéutico. Asimismo, 
la estimulación ET-B con ET-3 potencia la sensibilidad de un canal de sodio a nivel 
del SFO, lo que conllevaría a percibir menores cantidades de dicho ion en el líquido 
extracelular y disminuiría el hedonismo o el apettito por la sal (199). Considerando 
este hecho, la administración de agonistas ET-B con el blanco de acción a nivel central, 
cobrarían mayor importancia en individuos hipertensos con elevada cantidad de sodio 
en la dieta. Aclaramos la importancia de que se dirija al cerebro del individuo, 
primeramente, porque es allí donde nosotros demostramos sus efectos, y por otra parte, 
porque está demostrado que la administración de agonistas específicos ET-B a nivel 
de los ganglios generan un incremento en la descarga simpática, por lo que en casos 
de HTA sería conveniente evitar su estimulación. 
Otro aspecto que, si bien se mencionó a lo largo de la discusión y vale 
remarcarlo a la hora de hacer una generalidad de los resultados de la presente tesis, 
consiste en que una droga administrada en el ventrículo lateral puede alcanzar diversas 
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áreas del SNC. Considerando este aspecto, no podemos afirmar que los efectos 
observados se deban a un bloqueo ET-A o la activación ET-B en las regiones 
estudiadas. Cabe la posibilidad de que el sitio al que se una el antagonista o agonista 
sea algún área que proyecta hacia las regiones estudiadas, y que debido a ésta 
modulación indirecta se produzcan las modulaciones de la TH. En este sentido, es 
posible que los resultados descriptos para los BOs se hayan debido en parte a la 
respuesta, por ejemplo, a nivel del LC, el cual a su vez proyecta a esta región 
telencefálica. Administraciones locales, en el BO principal, del BQ-610 serían 
necesarias para confirmar si los resultados del presente trabajo se deben a una 
respuesta local, a un efecto de un estímulo centrípeto al BO, o a una combinación de 
ambos, que sería lo más probable considerando lo complejo de las redes neuronales 
del SNC. Sin embargo, no hay que olvidar los resultados obtenidos en estudios previos 
en donde demostramos un efecto directo sobre los BOs en un modelo ex vivo (181, 
182) Por otra parte, esta consideración sí reviste particular importancia en el caso del 
HA. Tanto en la discusión sobre la administración de BQ-610 como de IRL-1620 se 
hizo hincapié en el hecho de que los experimentos fueron realizados in vivo. 
Recurrimos fuertemente a esta aclaración ya que no podíamos explicar los 
antecedentes previamente observados en el laboratorio. Revisando los resultados de la 
microscopía, y comparándolos con los obtenidos a nivel del AHP y BOs, notamos en 
el AHA que el % área colocalizada entre los receptores de ETs y la TH es un orden de 
magnitud menor los de las otras regiones, pudiendo ser incluso, casi despreciable. Así, 
tiene sentido que en los experimentos de tejido aislado, el HA haya respondido de una 
manera, mientras que en los estudios in vivo hayamos obtenido resultados diferentes. 
Contemplando además que esta área se encuentra altamente conectado con otras 
regiones y núcleos, es probable que la respuesta se haya debido a una regulación 
extrísneca, por efecto de estimulación endotelinérgica en un área diferente al HA. En 
el caso de los BOs e HP, si bien esto también puede haber ocurrido, al presentar mayor 
colocalización entre los receptores y la TH, es posible que esta relación más estrecha 
entre los sistemas haya tenido una injerencia mayor en la respuesta final evidenciada 
en el tejido.  
A lo largo de la discusión, muchos de los efectos discutibles o “discordantes” 
entre los niveles proteicos de TH y su mensajero, se justificaron considerando 
principalmente una cuestión cinética, explicando que tal vez, a largo plazo las 
cantidades de ARNm se verían reproducidas en la expresión proteica de la enzima. Sin 
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embargo, vale considerar que no siempre la cantidad de transcripto se relaciona con la 
proteína. Este tipo de argumento lo tratan Vogel y Marcotte en su publicación del año 
2012. En donde sustentan que solo en el 40% de los casos ocurren estas concordancias. 
De hecho, ellos plantearon la necesidad de contemplar con especial cuidado los 
balances entre la síntesis y degradación, especialmente en casos donde se realiza una 
perturbación aguda al sistema, como la administración de un estímulo (284). Así, con 
esta perspectiva, en el caso de los animales normotensos e hipertensos tratados con 
vehículo, las cantidades de mensajero se corresponden con la expresión proteica. Las 
“inconsistencias” surgen en nuestro trabajo ante la alteración del sistema, producto de 
la inyección de un antagonista u agonista para ET-A o ET-B, respectivamente. Es 
posible que en esta sucesión de eventos, la respuesta a los aparentes desbalances del 
sistema se encuentre en la magnitud y relación de los procesos de transcripción, 
traducción, estabilidad, etc. 
Otro hecho que quedó poco discutido, porque ameritaba verlo desde una 
perspectiva más global, es algo mencionado en la sección 5.2.3. Aquí describimos que 
la TH-PSer19 probó estar localizada en el núcleo celular, y que si bien se demostró 
también que puede ser degradada en esta ubicación, poco se sabe sobre su función en 
esta organela. Nosotros creemos que una posible función consiste en la autorregulación 
del propio gen de la TH. Así, suponemos que actuaría en una retroalimentación corta 
negativa sobre  la transcripción del mensajero. En muchos sistemas biológicos se han 
propuesto mecanismos similares. Este tipo de regulaciones finas y dinámicas se han 
comprobado en bacterias (232, 252). Asimismo, han probado ser importantes en 
mamíferos para el funcionamiento de los relojes biológicos y para el neurodesarrollo 
(46, 285). En nuestros resultados, observamos comportamientos que podrían 
justificarse desde esta teoría para el HA de animales tratados con BQ-610 y para el HP 
de ratas inyectadas con IRL-1620. Así, en el primer caso notamos que a nivel proteico, 
el único valor que presentó cierta tendencia al incremento fue la TH-PSer19 de 
animales normotensos, la que se mostró junto con una aparente disminución del TH-
ARNm, que nuevamente fue el único que pareció verse alterado en este protocolo. Así, 
la mayor cantidad de enzima fosforilada podría haber significado un freno en la 
transcripción del gen. Por otra parte, en el HP del protocolo 3, vimos que, en animales 
normotensos, en los resultados de western blot, solo se observó una disminución de la 
TH-PSer19 por tratamiento con el IRL-1620, a la par que evidenciamos un aumento 
en la cantidad de TH-ARNm; mientras que en ratas hipertensas, por el mismo 
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tratamiento, evidenciamos un muy importante incremento en la TH-PSer19, el cual se 
presentó junto con una muy importante disminución de los niveles de mensajero de la 
enzima. Para comprobar esta hipótesis teníamos planificados experimentos realizando 
un EMSA con la región promotra del gen de la TH y extractos nucleares de los tejidos 
de interés provenientes de animales normotensos e hipertensos y con anticuerpos anti-
TH-PSer19, pero por cuestiones de tiempo, no llegamos a realizarlos.  
 Una limitación importante del presente trabajo consiste en que todas las 
determinaciones hemodinámicas se realizaron con el animal bajo anestesia. Si bien, el 
anestésico empleado es de los que menos repercute en la sensibilidad del barorreflejo, 
muchos son los autores que encuentran poco concluyentes o discrepantes los trabajos 
donde el animal se encontrara anestesiado. En este sentido, Kohan y colaboradores en 
su revisión del 2011, plantean que pese a los numerosos experimentos realizados 
tratando de dilucidar el papel de las ETs en la modulación del barorreflejo, siendo que 
muchos de éstos fueron determinados con el animal bajo anestesia, y con diferentes 
anestésicos, los resultados no son del todo concluyentes (131). En función de esto, 
creemos fuertemente que sería interesante repetir estos experimentos en animales 
conscientes, para determinar la real incumbencia de la estimulación o inhibición de los 
receptores de ETs centrales.  
Otro aspecto discutible del presente trabajo queda delineado por la publicación 
de Dashwood y colaboradores del año 2010 (53). En este trabajo, se discute la real 
implicancia de las ETs como neuromoduladores y/o neurotransmisores en el SNC. En 
este sentido, los autores plantean que al ser la ET-1 un potente vasoconstrictor, es 
posible que parte de los resultados atribuidos como efectos de neurotransmisión se 
deban en realidad a situaciones de isquemia cerebral inducida por la estimulación ET-
A presente en las células musculares lisas de la vasculatura. De acuerdo a esto, y 
contemplando el aumento de la expresión del receptor en nuestros animales 
hipertensos, sería posible entonces que el bloqueo ET-A resulte en una vasodilatación 
a nivel central. Pese a esto, gracias a las imágenes de microscopía de fluorescencia, 
pudimos constatar, al menos en parte, que las modificaciones en la expresión de los 
receptores se dio a nivel neurona-glía, no en vasos sanguíneos. Además, es necesario 
recordar que la administración del antagonista se realiza en el ventrículo lateral, 
quedando éste en la luz del sistema ventricular. Para que así administrado, el BQ-610 
deba sus efectos a una vasodilatación, el mismo debería pasar al parénquima cerebral 
y de allí, atravesar la pared vascular para llegar hasta la célula muscular lisa. Si bien 
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este es un efecto que no podemos descartar en su totalidad, es un mecanismo de 
respuesta que parece bastante improbable, por lo que nos inclinamos a pensar que las 
respuestas observadas se deben principalmente a mecanismos sinápticos. Por otra 
parte, respecto de los antecedentes que citamos como resultados previos del 
laboratorio, los experimentos fueron realizados ex vivo, en los que el tejido se nutría 
por hallarse sumergido en un buffer nutritivo y gaseado (2, 3, 103, 109, 181, 182, 201, 
217). Es decir que, en estos casos, la vasoconstricción que pudiera darse por estímulo 
endotelinérgico, no conllevaría a una isquemia cerebral en el modelo experimental 
utilizado, por lo que los resultados no podrían atribuirse a éste fenómeno, sino más 
bien a un efecto neuromodulador o de neurotransmisor de las ETs.  
 
Finalmente proponemos, de acuerdo a la bibliografía, a nuestros antecedentes 
y a los resultados del presente trabajo de tesis, que la hipertensión DOCA-Sal sería 
mantenida, al menos parcialmente, por el sistema endotelinérgico endógeno central, el 
cual potenciaría la actividad catecolaminérgica de regiones como los BOs y el HP, 
cuya hiperactividad se relaciona con un mayor tono simpático. Éste a su vez, podría 
ser uno de los factores responsables de mantener la PA elevada, afectando la PS, FC, 
VM y la RTP (Figura 70). 
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Figura 70: Resumen sobre los efectos de las endotelinas enógenas hipotetizado a partir de los 
resultados de la presente tesis. Se esquematiza la respuesta de animales normotensos (A) e hipertensos 
(B) en los tejidos de interés, la posible repercusión en el balance autonómico y las consecuencias de 
este a nivel cardiovascular y hemodinámico. Los receptores ET-A se grafican como cilindros rosa y los 
ET-B como cilindros celestes. La cantidad de receptores entre normotensos vs hipertensos se 
corresponde con las cantidades halladas por western blot y/o microscopía de fluoresencia. En cada 
tejido se indica la colocalización ET-A/Tirosina Hidroxilasa (TH) respecto de la ET-B/TH. Se aclara 
la cantidad / actividad de la TH por tejido. El tamaño de la letra y grosor de las flechas en B es 
indicativo de la comparación contra el mismo parámetro en normotensos. Las flechas y receptores en 
violeta representarían nuestra interpretación de los resultados. 
 
Por todo lo discutido, consideramos que los datos de esta tesis aportan 
conocimiento sobre la importancia del sistema endotelinérgico central en la HTA sal 
dependiente con incremento de los niveles plasmáticos de ET-1. Además, abre un 
nuevo campo de discusión y experimentación sobre las posibles bondades terapéuticas 
de encontrar nuevos antagonistas ET-A o agonistas ET-B con mayor acción específica 
sobre el SNC. 
Otro aspecto que es importante de remarcar es que nuestro grupo, tanto en 
trabajos previos como en esta tesis, es de los primeros en encontrar una posible relación 
de los BOs con la regulación de los parámetros hemodinámicos en animales 
hipertensos. Esto particularmente agrega un actor más al complejo proceso de 
regulación central de la función cardiovascular tanto en situaciones fisiológicas como 
patológicas cambiando el paradigma al respecto. 
Obviamente queda mucho por investigar como para extraer conclusiones 
definitivas o sentenciosas, pero sí es claro que nuestros resultados agregan una pieza 
más al complejo rompecabezas que es el conocimiento sobre la fisiología 
cardiovascular y aún más sobre la HTA. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 203 
 
  6. Conclusiones 
  En el presente trabajo de tesis evidenciamos principalmente la 
importancia del sistema endotelinérgico endógeno central en el mantenimiento de la 
PA de ratas DOCA-Sal. En este sentido, demostramos también que la estimulación del 
receptor ET-A es fundamental en este proceso. Tal es así, que la administración de un 
antagonista ET-A o un agonista ET-B específico condujeron a un marcado descenso 
de los parámetros hemodinámicos evaluados. Estos efectos, más acentuados en ratas 
hipertensos y apenas significativos en ratas normotensas, demuestran la existencia de 
un tono endotelinérgico basal mayor en ratas DOCA-Sal, que involucra una respuesta 
predominantemente ET-A.  
 Estos resultados hemodinámicos tienen correlato con lo observado a nivel de 
áreas con, demostrada o hipotética, relación simpatoexcitatoria. Las conclusiones a 
este respecto se extrajeron de evaluar la actividad de la TH, enzima crítica en la síntesis 
de CAs y altamente regulada, en las áreas de interés. El HA, tanto de ratas normotensas 
como de hipertensas, prácticamente no respondió al estímulo ET-B o bloqueo ET-A, 
lo que implica que no se altera la descarga por parte de esta región simpatoinhibitoria. 
Tal vez esto se debió a que ambos grupos experimentales presentaron una expresión 
similar de ET-A y ET-B, y a que la colocalización de éstos con la TH resultó 
prácticamente despreciable. Por otra parte, el HP de ratas hipertensas, respondió 
disminuyendo la actividad de la enzima por la exposición aguda a las drogas. 
Considerando que la actividad catecolaminérgica de ésta área se relaciona con la 
descarga simpática, concluimos que es posible que los parámetros hemodinámicos, 
hayan sido dependientes de dichos cambios. A este respecto, nuestros resultados 
podrían también reflejar la mayor expresión de receptor ET-A en ratas DOCA-Sal. A 
nivel de los BOs, observamos un comportamiento bastante similar. Esta región 
telencefálica presentó una respuesta mucho más significativa en animales hipertensos, 
lo que, al menos en parte, podría explicarse por la mayor expresión ET-A y 
colocalización de TH con los receptores de ETs. Así, la actividad de TH disminuyó 
significativamente por la administración de BQ-610 e IRL-1620. Este comportamiento 
fue similar al del HP y, considerando las conexiones de los BOs, es posible que la 
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actividad catecolaminérgica haya repercutido en la determinación de descarga 
simpática. 
 Así, en función de nuestros resultados evidenciamos la mayor suceptibilidad 
de ratas hipertensas al bloqueo ET-A o estímulo ET-B. Este tipo de comportamiento, 
en un modelo sal dependiente, podría tener importantes repercusiones en la clínica. Es 
así que podría estudiarse el desarrollo de agonistas ET-B (poco estudiados y 
desarrollados) o de antagonistas ET-A (más comúnmente empleados), 
farmacomodulados y con una presentación farmacéutica tal que favorezca el 
direccionamiento hacia el sistema nervioso central de los animales.  
 Nuestro trabajo entonces demuestra claramente la importancia del estímulo 
endotelinérgico para el mantenimiento de la PA en el modelo DOCA-Sal. Así mismo, 
contribuye al conocimiento actual, mostrando que, a nivel central, la estimulación ET-
A tendría una respuesta presora mientras que la ET-B sería opuesta. Por otra parte, 
comprobamos por primera vez la colocalización de los receptores de ETs con la TH 
en ciertas regiones altamente relacionadas con la regulación de la fisiología 
cardiovascular, y demostramos la posible implicancia que podría presentar entonces 
esta conexión directa.  
Por otra parte, nuestro trabajo, así como los antecedentes del laboratorio, 
contribuye de manera importante al establecimiento de una relación entre BOs con la 
regulación de los parámetros hemodinámicos en animales hipertensos. Esto 
incorporaría un actor más a la compleja red neuronal responsable del control tanto 
rápido como a largo plazo de parámetros hemodinámicos y de la fisiología 
cardiovascular, tanto en situaciones fisiológicas como patológicas. 
Obviamente queda mucho por investigar como para extraer conclusiones 
definitivas o sentenciosas, pero sí es claro que nuestros resultados agregan una pieza 
más al complejo rompecabezas que es el conocimiento sobre la fisiología 
cardiovascular y aún más sobre la HTA. 
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A lo largo de la presente tesis se fueron mencionando una serie de 
experimentos que ayudarían a la comprensión final de la misma. En este sentido, 
podrían realizarse ensayos de órgano aislado de tejidos provenientes de animales 
DOCA-Sal, incubándolos con ETs y con antagonistas específicos de los receptores de 
ETs. Así, podría dilucidarse, y tal vez corroborarse, la identidad del receptor 
responsable de la respuesta estimulante catecolaminérgica.  
Por otro lado, considerando que una importante limitación del presente trabajo 
es el uso de anestésicos durante la determinación de los parámetros hemodinámicos, 
podríamos considerar repetirlos, pero en animales conscientes. Además, contemplando 
que la HTA es una patología de evuolución crónica, sería interesante conocer los 
efectos a largo plazo de los tratamientos realizados. Así podríamos, por medio de 
bombas de infusión ICV, administrar el IRL-1620 o el BQ-610 y evaluar el efecto de 
los mismos en tratamientos crónicos, tanto en animales normotensos como 
hipertensos. Así, en estos experimentos, podríamos obtener los datos de la PA de 
animales conscientes, que reciben constantemente la droga en el ventrículo lateral. En 
el laboratorio, actualmente estamos desarrollando esta línea. Este trabajo corresponde 
al tema de beca y tesis doctoral del Lic. Luis R. Cassinotti. 
Tanto en la discusión como en la conclusión, se postuló sobre la posible 
repercusión sobre el tono del SNS de las drogas administradas. A este respecto, sería 
interesante repetir los experimentos obteniendo también registros de la actividad 
simpática, aislando, por ejemplo, el nervio renal. También podrían repetirse realizando 
un ecocardiocargrama de los animales, para observar parámetros cardíacos de 
funcionalidad. Estos resultados nos permitirían comprobar que la disminución de la 
PS podría deberse a una disminución de la fuerza de eyección y del VM. Si bien 
realizar estas determinaciones implicaría hacer nuevamente los animales, una 
aproximación sobre los cambios en el balance autonómico podría establecerse a partir 
del análisis de la variación de la frecuencia o de la presión sanguínea (HRV y BPV). 
Este tipo de estudio puede realizarse sobre los registros de presión directa ya obtenidos. 
 Finalmente, considerando que uno de los factores de elevada importancia en el 
establecimiento de la HTA, y al que cada vez se le está dando más injerencia, es la
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 oxidación y el proceso inflamatorio. En relación con nuestros experimentos en 
particular, se sabe que las ETs incrementan las especies reactivas del oxígeno (ROS), 
lo que altera el estado rédox de la célula (131). Por otra parte, el NPV es un importante 
centro coordinador y regulador de la función y respuesta autonómica. Asimismo, la 
actividad simpática regulada por el NPV depende de un fino balance entre diferentes 
neurotransmisores a nivel de dicha región. Es por esto que, a la luz de los antecedentes 
y de los presentes resultados, una incógnita que se nos plantea es si el sistema 
endotelinérgico central esatría regulando la PA, y la hipertrofia cardíaca, a través de la 
producción de un desbalance de neurotransmisores y de la activación del circuito entre 
moléculas proinflamatorias y de las ROS a nivel del NPV en un modelo de HTA sal 
dependiente. Ésta última perspectiva se abordará durante la beca posdoctoral que 
iniciaré el 1° abril del corriente año. 
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